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Resumo

No gênero Flavivirus, da família Flaviviridae inclui-se um importante grupo 

de vírus transmitidos por artrópodes que é responsável por considerável 

morbidade e mortalidade, como nos casos do dengue e da febre amarela. Onze 

Flavivirus circulam no Brasil.

Os Flavivirus são envelopados, possuem nucleocapsídeo contendo genoma 

RNA de fita simples e polaridade positiva com aproximadamente 11000 

nucleotídeos. O genoma inclui uma pequena região 5’ não-codificadora, uma 

cadeia aberta de leitura (ORF) e um terminal 3’ não-codificador. A ORF codifica 3 

proteínas estruturais C, preM, E e 7 proteínas não-estruturais NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5. A proteína não-estrutural 5 (NS5) é a maior (2700 

nucleotídeos) e mais conservada proteína dos Flavivirus e acredita-se que possua 

função de RNA-polimerase RNA-dependente.

Foi tema de nosso estudo a sequência nucleotídica do gene NS5 de 15 

estirpes de Flavivirus brasileiros, Bussuquara, Cacipacoré, dengue tipos 1 (2 

estirpes), 2 (3 estirpes) e 4, Iguape, Ilhéus, Rocio, encefalite de Saint Louis (2 

estirpes) e febre amarela (estirpe selvagem e vacinai). Primeiramente, 

desenvolvemos metodologia de RT-PCR com primers (FG1/FU1RC) 

amplificadores de 723 nucleotídeos no centro do gene NS5, que se mostrou 

específica para vírus do gênero porque detectou genoma dos 15 vírus estudados. 

Também, desenvolvemos nested-PCR com primers (NES A/NES B) internos aos 

amplicons da RT-PCR, que se mostrou sensível e adequada à confirmação da 
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origem viral dos produtos amplificados. Esta RT-nesfed-PCR possui utilidade 

como método diagnóstico rápido de infecções por Flavivirus.

Em seguida, utilizando seqüência de 600 nucleotídeos oriunda dos 

amplicons da RT-PCR e de seus aminoácidos inferidos, efetuamos estudo 

filogenético. Árvores filogenéticas criadas pelos métodos neighbor-joining e 

parcimônia mostraram os Flavivirus brasileiros agrupados em três ramos: ramo do 

vírus da febre amarela, ramo dos vírus do dengue com sub-ramos para os tipos 1, 

2 e 4, e o ramo denominado Encefalite japonesa, que inclui os vírus da encefalite 

de Saint Louis, Cacipacoré, Iguape, Rocio, Ilhéus e Bussuquara. Os vírus 

transmitidos por mosquitos Aedes, como dengue e febre amarela, e que também 

são os únicos Flavivirus causadores de febres hemorrágicas no Brasil mostraram- 

se agrupados no mesmo ramo. Os vírus transmitidos por mosquitos Culex e que 

são causadores de encefalite como Rocio, Ilhéus, SLE, Cacipacoré, Bussuquara e 

Iguape foram agrupados no da Encefalite japonesa.

Finalmente, fizemos análise funcional da NS5 de 5 dos Flavivirus estudados 

observando que a região dos aminoácidos 250 a 900, apresentava alta homologia 

com RNA-polimerase RNA-dependente de diversos Flaviviridae. Nas sequências 

nucleotídicas foi possível identificar os motifs A (DTKAWD), B (SGQPDTSAGN), C 

(GDD) e D (EAGK). O encontro destes motifs característicos sugere fortemente 

que a NS5 dos Flavivirus possua função RNA-polimerase RNA-dependente.



Summary

The Flavivirus genera of the Flavivirídae family, which are arboviruses, are 

among the most important agents of irffectious disease in Brazil, causing human 

infections with a high morbility and mortality. Presently, 11 flaviviruses are known 

circulating in Brazil: BUS, CPC, DEN1.DEN2, DEN3, DEN4, IGU, ILH, ROC, SLE, 

and YF.

Flavivirus enveloped particles including the nucleocapsid containing an 

about 11,000 nucleotides single-stranded, positive-sense RNA. The genome is 

composed of a short 5' noncoding region, a single open reading frame (ORF), and 

a 3’ non-coding terminus. The long ORF encodes 3 structural proteins, of the viral 

capsid (C), pre-membrane (preM), and envelope (E), and 7 nonstructural proteins 

NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5.

The last protein encoded in the ORF is the non structural 5 protein (NS5). 

NS5 is the largest (2700 nucleotides) and the most highly conserved Flavivirus 

protein. It is assumed to be the Flavivirus RNA-dependent RNA polymerase 

(RdRp). NS5 is a key enzyme for the viral RNA replication.

PCR offers several advantages over classical techniques for detecting 

flaviviruses. PCR is highly sensitive and rapid. Rapid detection by PCR should 

simplify and accelerate the diagnosis of infections with flaviviruses. In this study, 

brazilian Flavivirus can be detected by nested-PCR based on conserved NS5 

protein.

In this work, by using a combination of quantitative definitions (bootstrap 

support levei and the pairwise nucleotide sequence identity), we undertook a 
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comprehensive phylogenetic study to establish the genetic relationship among the 

brazilian viruses of the genus Flavivirus. The phylogeny of 15 vírus amplicon 

sequence that were obtained by RT-PCR with primers for mosquito-borne 

Flavivirus were studied. The amplicons included a region of the Flavivirus genome 

of 723 nucleotides of the NS5 gene. Our phylogenetic study revealed that brazilian 

Flavivirus were grouped into three main branches, including a yellow fever branch, 

a dengue branch that its turn is subdivided into serotypes 1, 2 and 4 branches, 

Japanese Encephalitis Virus Complex branch including SLE, Cacipacoré, Iguape, 

Rocio and Bussuquara viruses. Viruses transmitted by Aedes mosquitoes, such 

as dengue and yellow fever, that are also the only Flavivirus causing hemorrhagic 

fevers in Brazil, were grouped in the same cluster. Viruses transmitted by Culex 

mosquitoes and causing encephalitis as Rocio, Ilhéus, SLE, Cacipacoré, 

Bussuquara and Iguape were grouped in the Japanese encephalitis complex.



Introdução
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1. Introdução

A família Flaviviridae (do latim flavus, amarelo) possui três gêneros: Flavivirus, 

Pestivirus, e Hepacivirus, tendo estes microorganismos grande importância como 

patógenos de seres humanos e de animais (Francki et. al. 1991). Os vírus do 

gênero Flavivirus são arbovirus. Este nome é dado a vírus de diferentes famílias, 

que se mantém na natureza através de ciclos complexos, envolvendo hospedeiro 

vertebrado e artrópode vetor que os transmite pela picada (Pinheiro et. al. 1981, 

Shope et. al. 1979). As arboviroses são grave problema de saúde pública no 

Brasil. Dentre as arboviroses, aquelas transmitidas por mosquitos e, dentre elas, 

as flaviviroses são as mais importantes causadoras de surtos ou epidemias 

(Figueiredo et. al. 1994, 1996; Pinheiro et. al. 1982; Vasconcelos et. al. 1992).

O vírus da febre amarela, protótipo do gênero Flavivirus, foi o primeiro 

causador de doença humana identificado como ultra-micróbio filtrável por passar 

por filtro de bactérias. Também, o vírus da febre amarela foi o primeiro arbovirus 

descrito (1901).

São conhecidos 12 Flavivirus distintos no Brasil. Estes vírus, em sua maioria, 

são mantidos como zoonoses silvestres que ocasionalmente podem acometer ò 

homem e animais domésticos em contato com ecossistemas onde tais zoonoses 

ocorrem. Exemplo típico é o da febre amarela silvestre em que macacos 

(Callitrichidae and Cebidae) são os reservatórios e transmitem os vírus a 

mosquitos da copa das árvores, Haemagogos janthinomys e Haemagogos 

leucocelaenus (Dégallier et. al. 1992; Soper et. al. 1986). Dezenas de casos de 

febre amarela, muitos fatais, são notificados anualmente na Região Amazônica, 
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Planalto Central e Pantanal (Dégallier et. al. 1992). Outros Flavivirus brasileiros 

com características silvestres são o Bussuquara (BUS), Cacipacoré (CPC), Iguape 

(IGU), Ilhéus (ILH), Rocio (ROC) e o da encefalite de St. Louis (SLE). O Ilhéus em 

todo o Brasil e o Bussuquara na Região Amazônica são vírus causadores de 

doenças febris sem características específicas, podendo ser confundidas com 

gripes ou outras viroses (Vasconcelos et. al. 1992; Pinheiro et. al. 1981). O vírus 

Rocio causou epidemia de encefalite grave na Região do Vale do Ribeira, no 

Estado de São Paulo (Lopes et. al. 1978). Durante esta epidemia, que durou de 

1973 a 1980, foram notificados aproximadamente 1000 casos, com 100 óbitos e 

mais de 200 indivíduos ficaram paralíticos ou surdos em conseqüência da 

encefalite. A doença causada pelo vírus Rocio desapareceu, sugerindo que esta 

epidemia possa ter sido causada por um mutante viral sem um ecossistema capaz 

de suportá-lo em uma enzootia. O ciclo de transmissão da epidemia envolveu os 

mosquitos Aedes serratus, Aedes scapulatus e pássaros selvagens. As 

características clínicas da encefalite do Rocio são semelhantes às causadas pelo 

vírus da encefalite St. Louis (SLE). Entretanto, no Brasil, o vírus SLE, não costuma 

causar epidemias de encefalite como ocorre nos Estados Unidos onde este vírus 

foi primeiro descrito (Lopes et. al. 1979; Pinheiro et. al. 1981). No Brasil, o SLE foi 

isolado de 2 pacientes que apresentavam febre e icterícia (Pinheiro et. al. 1981). 

Estudos sobre o ciclo mantenedor do SLE na Região Amazônica evidenciam o 

mosquito Culex declarator como vetor e aves silvestres, macacos, preguiças, tatus 

e marsupiais como reservatórios (Vasconcelos et. al. 1992; Lopes et. al. 1979; 

Pinheiro et. al. 1981). O vírus Cacipacoré foi isolado de uma ave na Região 

Amazônica e o vírus Iguape, de camundongos sentinela, na Região do Vale do 
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Ribeira, em São Paulo (Coimbra et. al. 1990; Hervé et. al. 1986). Desconhece-se 

doença humana causada por estes 2 vírus (Coimbra et. al. 1990; Hervé et. al. 

1986).

Flavivirus, que em seu ciclo de transmissão tem o homem participando do 

ciclo mantenedor, também, são frequentes no Brasil (Figueiredo et. al. 1986). Em 

1981, ocorreu um surto de dengue na Cidade de Boa Vista em Roraima, tendo 

sido isolados na ocasião os vírus do tipo 1 e 4 (Vasconcelos et. al. 1992) . A partir 

de 1986, grande número de epidemias de dengue vem ocorrendo no país. De 

1986 a fevereiro de 2002, foram notificados 2421106 casos de dengue no Brasil 

sendo que, só em 2000 e 2001, ocorreram 1533 casos da forma grave, o dengue 

hemorrágico, causando 58 óbitos (Ministério da Saúde 1996; FUNASA 2001). 

Durante estas epidemias brasileiras vem sendo isolados os vírus do dengue tipo 1, 

2 e 3. O dengue tornou-se endêmico no Brasil e casos de dengue hemorrágico 

tornaram-se cada vez mais freqüentes, provavelmente devido à diversidade de 

microorganismos circulantes, ou seja dengue tipo 1, 2 e 3. Quanto à febre 

amarela, preocupa as autoridades de saúde pública o aparecimento de surtos 

desta virose nas cidades brasileiras a partir de doentes virêmicos com a forma 

silvestre (urbanização da febre amarela), já que as cidades brasileiras são 

infestadas pelo vetor urbano, o Aedes aegypti (Figueiredo et. al. 2000). Entre 1990 

e fevereiro de 2002 ocorreram 410 casos de febre amarela silvestre no Brasil, 

causando 165 óbitos. A febre amarela vem causando casos próximos a regiões 

densamente povoadas do Sudeste e Sul do Brasil. Há risco de que a virose 

possa urbanizar-se (FUNASA 2001). A vacina, altamente imunogênica, é arma 

importantíssima para o controle da febre amarela. Esta foi amplamente utilizada 
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de 1999 a 2001, vacinando milhões de pessoas no país. Entretanto, a vacina anti- 

amarílica causou o óbito em 3 pessoas o que levou a uma restrição nas 

campanhas vacinais (FUNASA 2001).

1.1. Os Flavivirus

Os Flavivirus são partículas esféricas, 40 a 60 nm de diâmetro, compostas por 

6% de RNA, 66% de proteínas, 9% de carboidratos e 17% de lipídios. Possuem 

nucleocapsídeo esférico coberto por um envelope bilipídico contendo pequenas 

projeções na superfície, que correspondem à glicoproteína E (Murphy et. al. 1980; 

Russell et. al. 1980; Trent et. al. 1980). O genoma dos Flavivirus é constituído de 

RNA com fita simples de polaridade positiva que, portanto, comporta-se como 

RNA mensageiro. Este RNA contém aproximadamente 11000 nucleotídeos e 10 

genes (Wengler et. al. 1978; Rice et.al. 1985; Khromykh et. al. 1997) . O genoma 

dos Flavivirus é composto por uma região não codificadora 5’, uma longa ORF 

(cadeia aberta de leitura) e extremidade 3’ (não codificadora). A extremidade 5’ 

possui um 5’cap (m7G5'ppp5'A) que protege o RNA da degração por 

exonucleases e a extremidade 3’ não possui cauda poliadenilada (Wengler et. al. 

1978). Os genes estão presentes no genoma segundo a seguinte ordem: 5'-C- 

PreM-E-NS1-ns2a-ns2b-NS3-ns4a-ns4b-NS5-3'. Resulta da tradução da cadeia 

aberta de leitura dos Flavivirus uma poliproteína que é processada por signal- 

peptidase da célula hospedeira em três proteínas estruturais responsáveis pela 

maturação do vírion (E, prM e C) e também, é processada por serino-protease 
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vira! (NS2b/NS3) em sete proteínas não estruturais (NS1, NS2a e NS2b, NS3, 

NS4a , NS4b, e NS5). Estas são responsáveis pela replicação dos vírus e 

processamento da poliproteína (Rice et. al. 1985).

Ladeando a ORF estão as regiões não codificadoras 5’(100nt) e 3’(400 a 700 

nt) que contém sequências conservadas (motifs de ciclatização-CS) e estruturas 

secundárias de RNA (stem-loop) que funcionam como elementos cis-acting 

direcionando o processo de amplificação do genoma, translação e 

empacotamento. A região 5' é reversa e complementar à região 3’ da fita de RNA 

negativa, com a qual forma o local de início de síntese da fita positiva de RNA. A 

região 3' funciona como promotora para a síntese da fita de RNA negativa, possui 

uma estrutura stem-loop 5’-CACAG(A/U)-3’ à qual se ligam as replicases virais 

NS3 e NS5. A região 3’, também, contém sequências conservadas (CS), que 

pareiam com regiões conservadas (CS) na região 5’ da ORF, mostrando que este 

anelamento de extremidades com circularização do genoma dos Flavivirus é 

possível. Também, complementariedade nas seqüências de circularização é 

necessária para uma atividade eficiente de NS5, a RNA polimerase dependente 

de RNA de origem viral (RdRp). A proteína C, PM 13 Kilodaltons (Kd), forma 

juntamente com o RNA, o capsídio viral (Khromykh 1997). A glicoproteina preM 

forma um heterodimero intracelular, estabilizando a poliproteína E durante a 

exocitose. A glicoproteina E contém determinantes antigênicos para 

hemaglutinação, neutralização e, também, inclui o receptor que liga-se às células 

permissivas e leva à fusão da membrana do envelope com a do endossoma, após 

a penetração viral. A proteína E é importante fator de virulência viral (Wingler et. 
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al. 1987). Dentre as proteínas não-estruturais, NS1 parece estar envolvida na 

maturação viral e é responsável pela fixação do complemento (Mackenzie et. al. 

1996). A proteína NS2a é pequena (22KD), hidrofóbica e tem função 

desconhecida (Nestorowicz et. al. 1994). A proteína NS2b forma complexo com 

NS3, necessário para a função serino-protease de NS3 (Jan et. al. 1995). NS3 é 

uma proteína citoplasmática relativamente grande (70 Kd), funciona como serino- 

protease envolvida na divagem pós-translacional da poliproteína viral (Gorbalenya 

et. al. 1989) e também, tem atividade como RNA helicase e RNA trifosfatase 

(Gorbalenya et. al. 1989). As proteínas não-estruturais NS4a e NS4b são 

proteínas relativamente pequenas (16 Kd e 27 Kd respectivamente) e 

provavelmente, tem função na replicação do RNA.

1.2. Proteína NS5 ( não estrutural 5) dos Flavivirus

Dentre as proteínas dos Flavivirus, a NS5, provável RNA polimerase 

dependente de RNA de origem viral (RdRp), é a maior, com aproximadamente 

103 Kd e a mais conservada (Rice et. al. 1985). Possui aproximadamente 2700 

nucleotídeos sem longos resíduos hidrofóbicos e contém seqüências homólogas a 

RdRps de outros vírus com RNA de polaridade positiva, sendo essencial para a 

replicação viral. Alinhamentos de seqüências de aminoácidos da NS5 de 

diferentes vírus da família Flaviviridae revelaram seis curtas seqüências 

conservadas (motifs), dos quais, quatro (A,B,C,D) são características de 

polimerase (Vicky et. al. 1999). O motif C (Gly-Asp-Asp) é altamente conservado 

em NS5 e coordena a ligação de cátions divalentes (Mn2+) utilizados na ligação 

de NTPs, essenciais para a função polimerase (RdRp) (Vicky et. al. 1999).
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Substituições de resíduos aspartato (D448 e D449) inativam a RdRp31. A NS5, 

juntamente com a NS3 e proteínas do hospedeiro, são fundamentais no processo 

replicativo dos Flavivirus. NS3 e NS5 interagem tanto in vivo quanto in vitro. Esta 

interação ocorre entre a região C-terminal de NS3 (resíduos 303-618) e a região 

N-terminal de NS5 (resíduos 320-368) (Johansson et. al. 2001). A NS5, 

provavelmente, encontra-se ancorada ao retículo endoplasmático como parte de 

um grande complexo de replicação viral que inclui a NS3 atuando como RNA 

helicase e proteínas celulares (Johansson et. al. 2001). A região de ancoramento 

da NS5 (região N-terminal, resíduos 320-368), também, é reconhecida por 

importin - beta nuclear celular, um receptor de transporte intracelular (Johansson 

et. al. 2001). Ainda, o domínio N-terminal de NS5 é homólogo a regiões 

conhecidas de metil-transferases e é provável que esteja envolvido na metilação 

da estrutura cap 5’ (Koonin 1993) . A NS5 pode ou não encontrar-se fosforilada, 

atividade feita por quinases Ser/Thr celulares ainda desconhecidas. Supõe-se que 

devam existir normas para a fosforilação de NS5, que regulariam a interação de 

NS5 com NS3 e a redistribuição de NS5 no núcleo da célula (Kaapor et. al. 1995; 

Reed et. al. 1998). Portanto, a fosforilação de NS5 podería regular a replicação 

viral e a patogênese de doenças causadas por Flavivirus (Kaapor et. al. 1995; 

Reed et. al. 1998).

1.3. Replicação dos Flavivirus

Os Flavivirus replicam no citoplasma celular, após período de latência de 12 

a 16 horas (células de vertebrados) e este processo relaciona-se à proliferação de 
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organelas no retículo endoplasmático. Os Flavivirus entram na célula por ligação 

específica da proteína E com receptores celulares (possivelmente, 

glicosaminoglicanos sulfatados e heparan sulfate) e segue-se ao processo uma 

endocitose (Chambers et. al. 1990). Após acidificação do lisossomo ocorre 

mudança conformacional da proteína E viral que passa a expor seu domínio 

fusogênico e assim, ocorre fusão do envelope viral com o lisossomo (Goolins et. 

al. 1986). O nucleocapsídeo é liberado no citoplasma onde o RNA genõmico é 

utilizado diretamente como RNAm, ocorrendo tradução do mesmo por ribossomos 

celulares na poliproteína precursora. Esta, por sua vez, é clivada por signal 

peptidases celulares em três proteínas estruturais e, por serino proteases virais, 

em sete proteínas não estruturais. A NS5, juntamente com outras proteínas virais 

e celulares associadas às membranas perinucleares, cataliza a replicação do 

RNA. Um RNA de polaridade negativa, assimétrico é produzido para servir como 

molde na síntese de RNAs de polaridade positiva da progênie. Acúmulo de RNAs 

de polaridade negativa é observado 3 horas após a infecção, apesar de que sua 

concentração é mais de 10 vezes inferior à do RNA com polaridade positiva. Os 

RNAs de polaridade positiva (genômicos) são, também, traduzidos na poliproteína 

precursora que segue os referidos processos de divagem. Finalmente, os RNAs 

genômicos são envolvidos pelas proteínas estruturais como parte do processo de 

montagem das partículas da progênie, o que ocorre no retículo endoplasmático 

(Chambers et. al. 1990; Nawa et. al. 1998). A maturação dos virions ocorre em 

membranas intracelulares a nível do aparelho de Golgi e as partículas virais filhas 

sofrem exocitose (Chambers et. al. 1990; Nawa et. al. 1998).



1.4. Diagnóstico laboratorial das infecções por Flavivirus

No diagnóstico sorológico das infecções por Flavivirus pode-se utilizar 

métodos clássicos de inibição de hemaglutinação (IH), fixação de complemento 

(FC) e neutralização (NT). Estes métodos detectam anticorpos de todas as 

classes de imunoglobulinas, não permitindo discriminar IgG de IgM. IH é utilizado 

para vírus cujos antígenos, extraídos de cérebro de camundongos, soro ou outros 

órgãos pelo método sacarose-acetona, têm por propriedade aglutinar eritrócitos de 

ganso em condições estritas de pH. FC fundamenta-se na capacidade do 

complemento potencializar a reação antígeno-anticorpo. O teste FC detecta 

anticorpos que aparecem tardiamente (2 semanas após o início da doença) e 

podem persistir em títulos moderados ou altos por períodos prolongados (pelo 

menos 2 anos). A especificidade do FC é um pouco superior à do IH. Os testes de 

NT baseiam-se na perda da infectividade de um vírus quando é incubado com 

seus anticorpos específicos. Os anticorpos neutralizantes podem ser medidos In 

vivo ou in vitro, em culturas celulares. Podem ser feitas diluições seriadas do vírus 

mantendo o soro testado em diluição constante ou vice-versa. Trata-se de teste 

com alta especificidade. As três técnicas citadas são laboriosas, consomem tempo 

e para confirmação diagnostica exigem soros pareados, o que significa 

confirmação diagnostica apenas quando o paciente já estiver convalescendo ou 

curado (Shope et. al. 1979; Vasconcelos et. al. 1989) . Na década de 70, testes 

imunoenzimáticos começaram a ser utilizados. Dentre estes, dos mais utilizados é 

o ensaio imunoenzimático para captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA), 

permitindo diagnóstico presuntivo de infecção recente com uma única amostra de 

soro do paciente, obtida na fase aguda da doença (Shope et. al. 1979;
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Vasconcelos et. al. 1989). Apesar da alta sensibilidade do MAC-ELISA, não 

costuma ser positivo nos primeiros quatro dias da doença e, em alguns casos, 

devido a reações cruzadas do anticorpo, devido a infecções prévias por vírus da 

mesma família ou à vacinação anti-amarílica, não permite diagnóstico específico 

do vírus infectante.

Dentre os métodos de diagnóstico virológico, o isolamento viral é possível 

quando se utilizam materiais clínicos obtidos de pacientes ou animais virêmicos. O 

isolamento viral, também pode ser feito a partir de insetos. Este isolamento e a 

propagação de Flavivirus no Brasil vêm sendo feitos em camundongos recém- 

nascidos, através de inoculação por via intracerebral, mas também em culturas 

celulares, principalmente utilizando células oriundas de mosquitos (C6/36). A 

confirmação de que um vírus está sendo isolado se baseia no adoecimento dos 

animais inoculados ou no aparecimento de efeito citopatogênico. Em seguida ao 

isolamento, deve-se proceder à identificação e à classificação do vírus isolado. A 

identificação de um determinado vírus, seguindo a metodologia clássica, é feita 

por testes cruzados de inibição da hemaglutinação, fixação do complemento e 

neutralização em camundongos ou em culturas celulares. A classificação e a 

identificação de um vírus isolado é procedimento demorado e laborioso (Shope et. 

al. 1979; Vasconcelos et. al. 1989).

Na década de 90 surgiram trabalhos utilizando a RT-PCR na identificação 

rápida de Flavivirus a partir de fluidos de cultivo celular ou mosquitos, bem como 

no diagnóstico de infecções por Flavivirus a partir do sangue, fragmentos de 

tecido e líquor.
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1.5. Uso da RT-PCR e do seqüenciamento nucleotídico em estudos com 

Flavivirus

A reação em cadeia de polimerase (PCR) foi desenvolvida por Mullis & 

Faloona, 1986, sendo uma técnica revolucionária que explora a replicação do DNA 

como molde para a síntese de uma nova fita complementar. A PCR permite 

amplificar, in vitro, uma determinada região de um DNA, utilizando para isso a 

taqDNA polimerase, uma enzima unidirecional de cadeia de nucleotídeos e que 

possui como característica a termorresistência, com temperatura ideal de atividade 

entre 70 e 72 °C. Esta enzima, atua nos trifosfatos de deoxinucleotideos ligando- 

os para formar outra fita de DNA que é complementar à fita molde. Para tanto, 

fazem-se necessários os iniciadores (primem) que se ligam aos dois lados da 

sequência de DNA e guiam a formação da fita complementar de DNA. Os prímers, 

geralmente, são seqüências curtas de DNA, com 18 a 25 nucleotídeos 

complementares à seqüência nucleotídica a ser amplificada. A PCR envolve ciclos 

sucessivos e repetitivos, que podem variar de 25 a 45. Cada ciclo consiste 

tradicionalmente de três etapas: desnaturação, a 95 °C, quando as fitas de DNA 

são separadas; anelamento, entre 40 e 65 °C, quando os primers se ligam à sua 

região complementar; amplificação, entre 70 e 72°C, quando a Taq DNA 

polimerase copia a região determinada pelos primers. Para detecção do genoma 

de vírus RNA, utiliza-se a PCR precedida de transcrição reversa do RNA viral a 

DNA complementar (RT-PCR). Para tanto, utiliza-se a enzima transcriptase 

reversa, que atua a 37 °C. Os produtos amplificados pela PCR ou RT-PCR, 

denominados amplicons, são produzidos em grande quantidade e facilmente 
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observados à luz ultravioleta após eletroforese em gel de agarose e coloração 

com brometo de etídeo. A nested-PCR é uma variante da técnica de PCR que tem 

por objetivo aumentar a especificidade ou a sensibilidade do método. Consiste de 

uma primeira PCR onde são utilizados os chamados primers externos, seguida de 

uma segunda PCR processando alíquota da primeira reação e utilizando primers 

internos, que reconhecem sequências internas aos amplicons da primeira reação 

e produzem um segundo amplicon.

A análise de seqüências nucleotídicas de microorganismos é instrumento 

extremamente útil e que vem sendo progressivamente utilizado nos últimos 15 

anos. Seqüenciamentos dos nucleotídios de genoma viral são classicamente 

efetuados utilizando-se a técnica de Sanger et al. 1977, que se baseia na 

presença de nucleosídios análogos dos nucleotídios (A, C, G e T) os quais, ao 

serem inseridos, interrompem o alongamento da cadeia de ácido nucléico. Estes 

nucleosídios podem ser marcados com isótopos radioativos ou substâncias 

fluorescentes que permitem detectar suas presenças ao final das cadeias e, 

assim, determinar a seqüência (Sanger et. al. 1977). Nos últimos 9 anos surgiram 

seqüenciadores que processam produtos de uma PCR para seqüênciamento na 

qual são incluídos nucleosídios ou primers marcados fluorescentes. A 

determinação da seqüência de bases é automática, ocorrendo por leitura de 

fluorescência durante eletroforese em gel de poliacrilamida contendo uréia, em 

que é processado o produto da PCR de seqüenciamento.

O genoma de vários Flavivirus vem sendo seqüenciado a partir de 1985, 

começando pelo da febre amarela vacinai, seguido dos pertencentes aos 4 tipos 

de dengue. Quanto aos Flavivirus brasileiros, apenas alguns foram parcialmente 
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seqüenciados e a grande maioria permanece com genoma completamente 

desconhecido (Deubel et. al. 1993; Rico-Reese 1990; Rao 1995).

A comparação de seqüências nucleotídicas de genomas dos seres vivos 

ou dos aminoácidos de suas proteínas permite uma ampla visão sobre a biologia 

destes seres, dando informações relevantes sobre.

- Como Identificar segmentos com seqüências conservadas e que permitam 

inferências quanto à função de um determinado gene.

- O relacionamento genético entre as seqüências nucleotídicas de diferentes 

organismos permite que sejam realizados estudos da epidemiologia destes 

agentes.

- A evolução dos seres vivos. Seqüências similares, homólogas, de proteínas 

sugerem que as mesmas tenham evoluído a partir de um ancestral comum e que 

provavelmente devam ter função similar.

- Seqüências conservadas para uso como primers ou sondas visando ao 

diagnóstico de viroses. As infecções causadas por Flavivirus podem ser 

diagnosticadas especificamente por RT-PCR.

- A seqüência aminoacídica de proteínas e de suas estruturas tridimensionais 

permitindo o estudo funcional dos genes seqüenciados.

- Seqüências nucleotídicas de genes virais associadas a virulência e atenuação 

que poderíam ser causadas por pequenas mutações nestas seqüências, levando a 

mudanças nos aminoácidos traduzidos e alterando a atividade da proteína 

produzida (Katrin et. al. 1999).
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1.6. Epidemiologia molecular dos Flavivirus

O gênero Flavivirus inclui 68 membros e possui como protótipo o vírus da 

febre amarela. Estes vírus foram divididos em 8 subgrupos (complexos 

antigênicos) definidos por relacionamento antigênico com testes de neutralização: 

Tick-borne encephalitis, Japanese encephalitis (aqui estão incluídos os vírus da 

encefalite de St. Louis brasileiros), Uganda S, Dengue (aqui estão incluídos os 

dengue tipo 1 e 2 brasileiros), Rio Bravo, Tyuleniy, Ntaya e Modoc. Com esta 

metodologia não foi possível agrupar pelo menos 18 Flavivirus. Dentre estes, não 

foram agrupados os vírus brasileiros da Febre Amarela, Cacipacoré, Iguape, 

Ilhéus e Rocio (Wengler et. al. 1991).

Kuno et. al. 1998, estabeleceram um estudo filogenético compreensivo do 

gênero Flavivirus obtendo seqüências genômicas de 1.0 kb da extremidade 3’ do 

gene NS5 da maioria destes vírus. Essas seqüências foram e o autor comparou a 

sua classificação de base molecular com aquela por relacionamento antigênico. 

Concluiu que os filogramas baseados no gene NS5 estavam de acordo com os 

estudos de classificação por relacionamento antigênico e também, os filogramas 

baseados em seqüências de nucleotídeos eram semelhantes aos filogramas 

baseados em seqüências de aminoácidos.

Batista et. al. 2000 efetuaram estudo filogenético após seqüenciamento de 

nucleotídeos das 124 bases da região terminal do gene de NS5 e as 145 bases de 

parte da região terminal 3’ não codificadora, obteve uma árvore filogenética onde 

observou-se acima um grande ramo que inclui os vírus da febre amarela incluindo 

a cepa vacinai. O segundo grande ramo inclui os vírus do dengue, que por sua vez 

se subdividem, por sorotipo, em 3 ramos menores. Um terceiro grande ramo inclui 
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vírus causadores de encefalite como os SLE e o Rocio, bem como o Ilhéus. Os 

vírus Cacipacoré e o Iguape não se agruparam aos outros vírus formando ramos 

próprios. Quanto ao vírus Ilhéus, seu relacionamento com vírus causadores do 

Complexo do vírus da encefalite japonesa B já havia sido observado anteriormente 

(Batista et. al. 2000).



Objetivos
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2. Objetivos

- Analisar seqüências nucleotídicas de parte do gene de NS5 obtidas de 15 

Flavivirus brasileiros comparando-as entre si e com as de outros Flavivirus com 

genoma previamente seqüenciado, visando ao estudo filogenético e da 

epidemiologia molecular destes vírus;

- Desenvolver métodos de RT-PCR e nested-PCR, inclusive selecionando primers 

a partir de seqüências nucleotídicas da região do gene de NS5 obtidas neste 

estudo, visando ao diagnóstico laboratorial rápido e específico destes Flavivirus 

brasileiros.

- Estudar a função da NS5 de Flavivirus brasileiros com base em supostas 

seqüências de aminoácidos codificadas neste gene.



^MateriaC e Métodos
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3. Material e Métodos

Este trabalho foi realizado na Unidade Multidepartamental de Pesquisa em 

Virologia, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo.

3.1. Flavivirus brasileiros

Foram utilizados nesse estudo 15 Flavivirus, isolados no Brasil. Os vírus do 

Dengue, Ilhéus, Rocio e SLE BeH355964 foram originalmente isolados de 

pacientes. Os vírus Bussuquara, Cacipacoré, Iguape, SLE SPAn11916 foram 

isolados de animais silvestres ((Pinheiro et. al. 1981; Vasconcelos et. al. 1993; 

Travassos da Rosa et. al. 1998; Lopes et. al. 1978, 1979; Schatzmayr et. al. 1986). 

Os 15 Flavivirus participantes do estudo são mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Flavivirus brasileiros participantes do estudo.
Vírus Local de Isolamento Ano

Bussuquara BeAn 4073 (BUS) Belém, PA 1956
Cacipacoré BeAn 327600 (CPC) Belém, PA 1977
Dengue tipo 1 RibH830 (DEN1-RIB) Ribeirão Preto, SP 1991
Dengue tipo 1RioH 28973 (DENI-Rio) Rio de Janeiro, RJ 1986
Dengue tipo 2 SPH 125367 (DEN2-SP) Rio de Janeiro, RJ 1991
Dengue tipo 2 TOC 213 (DEN2-TOC) Araguaína, TO 1991
Dengue tipo 2 CEA 2462 (DEN2-CEA) Fortaleza, CE 1994
Dengue tipo 4 BeH 402276 (DEN4-BV) Boa Vista, RR 1981
Yellow fever BeAn 131 (YF-Be) Belém, PA 1955
Yellow fever 17D vaccin (YF-17D) New York, USA 1937
Iguape SPAn 71686 (IGU) São Paulo, SP 1979
Lhéus Hbe 7445 (ILH) Belém, PA 1957
Rocio SPH 34675 (ROC) São Paulo, SP 1975
St. Louis Encephalitis BeH 355964 (SLE-Be) Belém, PA 1978
St. Louis Encephalitis SPAn 11916 (SLE-SP) São Paulo, SP 1969

3.2. Preparo das sementes virais de células de Aedes albopictus (C6/36)

As células de Aedes albopictus, linhagem C6/36, foram utilizadas 

principalmente na produção de sementes virais de dengue dos sorotipos 1, 2 e 4.
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Para tanto, monocamadas confluentes de culturas celulares mantidas em frascos 

de 25 cm2 foram infectadas com suspensões virais provenientes de ampolas 

liofilizadas ou de cérebro de camundongos, ambos em volume de 250 pl 

(IGARASHI, 1978). Após infecção, as culturas celulares foram mantidas durante 6 

a 7 dias, em estufa a 28° C. Sete dias após de infecção, foi realizado teste de 

imunofluorescência para confirmação da infecção celular.

3.3. Preparo das sementes virais do cérebro de camundongos recém- 
nascidos

Suspensões de todos os vírus estudados, com exceção dos dengue, 

foram obtidas a partir dos macerados de cérebros de camundongos infectados. 

Para tanto, ninhadas de camundongos recém nascidos foram inoculadas pela via 

intracerebral com cada um dos vírus, previamente diluídos em água destilada 

estéril, a partir de ampolas liofilizadas. Os animais mantidos em gaiolas plásticas 

com as suas respectivas mães foram observados diariamente por 10 dias. Animais 

moribundos, apresentando encefalite e portanto, contendo alto teores de vírus no 

tecido nervoso, foram sacrificados e armazenados a -70 °C até o preparo das 

sementes, quando o cérebro destes animais foi removido, macerado em meio de 

cultivo Leibovitz (L15) contendo 10% de soro fetal bovino, na proporção de 1,9 ml 

por cérebro (cada cérebro teria volume aproximado de 0,1 ml), fazendo, assim, 

uma diluição 1/20. O material era aliqüotado e armazenados a -70 °C.
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3.4. Teste de Imunofluorescência Indireta

O teste de Imunofluorescência indireta (IFI) foi efetuado em células C6/36 

infectadas com os virus do dengue tipo 1, 2 e 4, visando à confirmação da 

presença viral nestas culturas celulares. Para tanto, as células foram removidas 

do frasco de cultivo após 6 a 7 dias da infecção e colocadas em spots de lâminas 

de microscópio. Também, células C6/36 não infectadas foram transferidas para 

lâminas de microscópio, como controles negativos. As lâminas foram secas a 

37°C e fixadas em acetona gelada, por 15 minutos (min). Em seguida, adicionou- 

se aos spots 10 pl de fluido ascítico de camundongos imunizados (MIAF) com o 

suposto vírus infectante, na diluição 1/10, em PBS ou, com um poo/de MIAFS que 

incluía anticorpos contra todos os Flavivirus brasileiros As lâminas foram 

incubadas por 30 min, a 37° C, em câmara úmida e colocadas em PBS durante 10 

min. Em seguida, adicionou-se aos spots o conjugado, constituído de 

imunoglobulina anti-lgG de camundongo com isotiocinato de fluoresceína, na 

diluição 1:100 em solução de Azul de Evans a 1:2000, diluída em PBS. As lâminas 

foram novamente incubadas por 30 min em câmara úmida e lavadas em seguida 

com PBS, por 10 min e em água destilada por 1 min. Após a secagem, as lâminas 

foram visualizadas em microscópio de fluorescência com lâmpada de mercúrio 

(Leitz-Alemanha) ou microscópio confocal (Leika-Alemanha).

O teste de Imunofluorescência Indireta utilizando células C6/36 infectadas 

com cada um dos vírus em estudo, confirmou com base na presença de 

fluorescência citoplasmática, em todos os casos, a infecção destas culturas 

celulares. As culturas celulares confirmadamente infectadas foram aliquotadas e 

armazenadas a -70° C .
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3.5. Extração de RNA viral

Os vírus em estudo, presentes em suspensões celulares ou em suspensões 

oriundas de cérebros de camundongos infectados, tiveram seus RNAs extraídos 

utilizando o QIAmp Viral RNA mini Kit (Qiagen, USA), que tem ação baseada na 

ligação seletiva dos RNAs a membranas de silica-gel, seguindo recomendações 

do fabricante.

3.6. O teste RT-PCR 

3.6.1. Primers

Para a RT-PCR, a fim de amplificar todo o gene NS5, dos 15 Flavivirus 

brasileiros, selecionou-se os iniciadores (primers) citados na Tabela 2, que foram 

utilizados em diferentes combinações, conforme mostra a Tabela 3 e a Figura 1.

* Local do primeiro nucleotídio de ligação no genoma do vírus da febre amarela (Rice et. al.

Tabela 2- Primers utilizados na RT-PCR para Flavivirus brasileiros.

Primer Seqüência Local de ligação

Piyf ATGTACAATCTATGGAAGATGAAAACT 7600*

Pijev TGCGAGGTAGCTACCTGGCTGGAGGTT 7600

Piden2 CATCATGAAGAACACAACAAACACAAG 7600

FG1RC AGTACATCTCATGTGTGGAGTTCCTTGA 8270

FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT 8270

FG2 TGTATGCTGATGACACAGCAGGATGGGACAC 9228

FG2RC GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA 9228

FU1 TACAACATGATGGGAAAGAGAGAGAA 8993

FU1RC TTCTCTCTCTTTCCCATCATGTTGTA 8993

FD3 AGCATGTCTTCCGTGGTCATCCA 10077

1985)
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Tabela 3: Combinações de primers utilizadas na RT-PCR para amplificação do 
gene de NS5.

* pb= pares de bases,“ Local do primeiro nucleotídio de ligação no genoma do vírus da febre 
amarela (M|.

Primers Amplie on Local de Ligação

Piyf (sense)

Pijev (sense)

Piden2 (sense)

FG1RC (compl)

670 pb*
7600** (sense)

8270 (compl)

FG1 (sense)

FU1RC (compl)
723 pb

8270

8993

FU1 (sense)

FG2RC (compl)
235 pb

8993

9228

FG1 (sense)

FG2RC (compl)
958 pb

8270
9228

FG2 (sense)

FD3 (compl)
849 pb

9228

10077

nt 7600 NS5 (YF17D) nt 10300
« -----------------------------------------------------------------------------------------►
« > <------------------ ------------------------------------------------------------------ ►

670 pb

Plyf/Pljev/Plden2/ FG1/FU1RC FU1/FG2RC FG2/FD3 Flavi1/Flavi2
FG1RC 8270-8993 8993-9228 9228-10077 10052-10709

7600-8270 723 pb 235 pb 849 pb 223 pb

FG1/FG2RC 
8270-9228

958 pb

Figura 1 - Representação esquemática dos amplicons obtidos a partir da 
combinação de diferentes pares de primers utilizados na amplificação do gene de 
NS5 dos Flavivirus brasileiros. Utiliza-se como base do esquema o gene de NS5 do 
vírus da Febre Amarela 17 D, com aproximadamente 2700 nucleotídeos, nucleotídios 
7600 a 10300 (Rice et. al., 1985).
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3.6.2. RT-PCR

Para a transcrição reversa, 10 ju.1 das suspensões de RNA oriundas dos 

vírus foram acrescentados a misturas contendo 1 pl (0,1 mM) de trifosfato de 

deoxinucleosídeos (Pharmacia, USA), 1,0 ul (100 mM) de cada primer 

complementar (vide Tabela 2), 4,0 pl da solução tampão, 1,0 pl (100U) do inibidor 

de RNAse e 0,5 pl de transcriptase reversa (Pharmacia, USA). A mistura foi 

aquecida a 37 °C por 1hora (h). Em seguida, procedeu-se à PCR, misturando-se 

4,5 pl do produto da transcrição reversa com 1,25 pl (1U) de Taq DNA polimerase 

(Biotools, Espanha), 1,0 pl (0,1 mM) dos 4 deoxynucleoside triphosphates, 1,0 pl 

(100mM) de cada um dos primers (sense e complementar) nas combinações 

mostradas na Tabela 2 e 5 pl da solução tampãolOX (Tris-HCI 75 mM (pH 9.0), 

MgCI2 2 mM, (NH4 )2SO4 20 mM), completando-se o volume para 50 pl com água 

destilada e autoclavada. Os fluidos foram cobertos com 1 gota de óleo mineral e 

inseridos em ciclador térmico (Iwaki, Japão). Efetuou-se 35 ciclos nas seguintes 

temperaturas: 94°C por 1 min, 45°C por 3 min e 72°C por 3 min. Os produtos 

amplificados (amplicons) obtidos da RT-PCR foram visualizados em géis de 

agarose a 2,0% carregados com 8 pl de cada produto amplificado. Os géis foram 

submetidos a eletroforese e, em seguida, tratados em solução 0,5 pg/ml de 

brometo de etídeo. Em seguida, os géis foram lavados em água destilada e 

observados à luz UV. O tamanho dos amplicons foi determinado por comparação 

da linha de migração dos mesmos com as das bandas de um marcador do peso 

molecular de DNA de 100 pb (Pharmacia, USA). Misturas de PCR contendo 
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amplicons do tamanho esperado foram armazenadas a -20°C para 

seqüenciamento nucleotídico.

3.7. Seqüenciamento nucleotídico direto do produto da PCR

Para os 15 Flavivirus brasileiros estudados, amplicons de 723 pb do gene 

NS5, oriundos de RT-PCR com os primers FG1/FU1RC, tiveram seus 

nucleotídeos seqüenciados. Também, tiveram seus nucleotideos seqüenciados 

amplicons de 5 Flavivirus, DEN-2 CEA, IG, ILH, SLE-BE, YF 17 D, oriundos de 

RT-PCR com os primers Pi yf/ Pi jev / Pi den2Z FG1RC , FG1/FG2RC e FG2/FD3, 

possuindo 670 pb, 958 pb e 849 bp, respectivamente.

O seqüenciamento nucleotídico foi feito pelo método dos finalizadores 

dideoxinucleotídeos (Sanger et aL, 1977), diretamente da mistura de PCR. 

Primeiramente, os amplicons (com aproximadamente 670pb, 723pb, 958 bp e 849 

bp) foram purificados com o kit PCR preps DNA purification system (Promega, 

USA), conforme recomendação do fabricante. Em seguida, promoveu-se 

tratamento enzimático dos amplicons para digestão de fitas simples de DNA 

indesejáveis. Para tanto, a 5 pl do produto da PCR misturou-se 1 pl de 

Exonuclease (Pharmacia, USA) e a mistura foi incubada por 15 min, a 37 °C e em 

seguida, por 15 min, a 80 0 C. O material purificado e tratado foi armazenado a - 

20 °C. O seqüenciamento nucleotídico foi efetuado utilizando o kit Thermo 

Sequenase CY5.5 terminator (Amersham, Inglaterra) e os primers FG1 e FU1RC 

(723 pb), seguindo especificações do fabricante. PCRs de seqüenciamento foram 

realizadas utilizando 4 tubos em gelo, marcados como A,C,G,T, onde adicionava- 
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se 1pl de cada dideoxinucleosídio marcado com material fluorescente: Cy5.5 

ddATP no tubo A, Cy5.5 ddCTP no C, Cy5.5 ddGTP no G e 1 pl de Cy5.5 ddTTP 

no T. Duas misturas de reação foram preparadas, uma para o primer sense e 

outra para o primer complementar, com os seguintes componentes: 7.5 pl do 

produto da PCR purificado e tratado com EXO I, 3.5 pl de Buffer (150 mM Tris, 

HCI pH 9.5, 35mM MgCy, 2.0 pl de primer (1uM), 2.0 pl de Thermo Sequenase 

(10U/ul) e 16.5 pl de H2O. Sete pl de cada mistura de reação era adicionada a 

cada um dos tubos (A,C,G,T) e estes, após cobertos com uma gota de óleo 

mineral, foram processados em termociclador por 35 ciclos nas seguintes 

temperaturas: 94°C por 60 segundos (seg), 60°C por 60 seg e 72°C por 120 seg. 

Ao final dos ciclos, os tubos foram mantidos em gelo. Em seguida à PCR de 

seqüenciamento, removeu-se nos tubos os nucleosídios marcados (dye- 

terminators) não incorporados por processo de precipitação. Para tanto, 2.5 pl de 

acetato de amônia 7.5% e 30 pl de etanol a 100% gelado, foram acrescentados a 

cada tubo. Incubou-se os tubos em gelo por 20 min, e procedeu-se a uma 

centrifugação -12000 rpm, por 25 min, à 4°C. Em seguida removeu-se o 

sobrenadante e o precipitado foi lavado com etanol a 70%, seguindo-se de uma 

nova centrifugação a 12000 rpm, por 5 min, à 4°C. Finalmente, o sobrenadante foi 

removido, e o precipitado foi seco, por 5 min, em centrífuga à vácuo. 

Ressuspendeu-se cada precipitado em 6 pl de formamida (Joading dye) e as 

amostras foram incubadas à 70°C por 3 min. Finalmente, os produtos purificados 

foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% contendo uréia, no 
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seqüenciador Personal seq 4X4 (Pharmacia,USA), seguindo recomendações do 

fabricante.

3.8. Análise das sequências nucleotídicas obtidas, estudo filogenético e 

seleção de primers internos para nested-PCR

Para os 15 Flavivirus brasileiros, as seqüências nucleotídicas de NS5 

obtidas de amplicons da RT-PCR com primers FG1 e FU1RC (723 pb), foram 

alinhadas entre si, incluindo-se neste alinhamento seqüências previamente 

conhecidas dos vírus dengue tipo 1 Singapore (DEN1-S, Genbank NC87512), 

dengue tipo 2 Jamaica (DEN2-J, Genbank NC20558), dengue tipo 4 Guine Bissau 

(DEN4-GB Genbank NC 002640) e vírus de Encefalite Japonesa (JEV, Genbank 

NC001437), que foram utilizadas como guias em árvores filogenéticas. Os 

alinhamentos foram feitos em microcomputador utilizando o programa Clustal W 

(D. Higgins, J.Thompson and T. Gibson) .

Dendogramas foram feitos a partir das seqüências de nucleotídeos e 

inferidas seqüências aminoacídicas alinhadas, pelos métodos de neighbor-joining 

e parsimônia, utilizando, para tanto, os programas Clustal W e PAUP (Sinauer, 

USA), respectivamente. Para o PAUP, empregou-se o método de bootstrap com 

opção de pesquisa heurística, algoritimo TBR e máxima parsimônia como critério 

de otimização. Utilizou-se como critério para confiabilidade dos dendogramas 

efetuados por máxima parsimônia a construção de 100 réplicas dos mesmos e 

considerou-se como valores significativos de bootstrap apenas aqueles incluídos 

em mais de 50% destas 100 réplicas.
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A partir do alinhamento das sequências nucleotídicas obtidas do amplicon 

de aproximadamente 723 pb do gene NS5 e utilizando o programa Clustal W (D. 

Higgins, J.Thompson and T. Gibson), selecionou-se, em regiões de alta homologia 

visando à detecção por nested-PCR de todos os Flavivirus brasileiros envolvidos 

no estudo, os 2 primers internos que são mostrados na Tabela 4. Sendo feita a 

partir dos produtos da RT-PCR, a obtenção de amplicon com tamanho adequado 

pela nested-PCR utilizando os primers escolhidos, confirmaria o resultado da RT- 

PCR

Tabela 4: Primers selecionados para A/ested-PCR dos Flavivirus brasileiros:

Primer Seqüências Amplicon Local de ligação

NesA (sense)

NesB (compl)

AGGATAAGGAGCTTCAAG

TCCACCTTTTCTTTAAACA

256 pb* 7484

7740

*pb= pares de bases

Ainda, 05 dos 15 Flavivirus brasileiros, DEN-2 CEA, Iguape, Ilhéus, SLE- 

BE, YF-17 D, representando cada ramo principal observado nos dendogramas, 

foram escolhidos para seqüenciamento nucleotídico completo do gene de NS5, 

visando a estudos funcionais da enzima NS5.

3.9. Nested-PCR

Para a nested-PCR, 1 pl de cada uma das misturas oriunda das RT-PCRs 

efetuadas com os primers FG1 e FU1RC e que produzem amplicons com 723 pb, 

foi adicionado a uma nova mistura de reação contendo 1,25 pl (1U) de Taq DNA 



polímerase (Biotools, Espanha), 1,0 pl (0,1 mM) dos 4 deoxynucleoside 

triphosphates, 1,0 pl (100mM) de cada um dos primers NesA e NesB, 5 pl da 

solução tampão 10X [Tris-HCI 75 mM (pH 9.0), MgCh 2 mM, (NH4 )2SO4 20 mM], 

completando-se o volume para 50 pl com água destilada e autoclavada. Os 

fluidos foram cobertos com 1 gota de óleo mineral e inseridos em ciclador térmico 

(Iwaki, Japão). Efetuou-se 35 ciclos nas seguintes temperaturas: 94°C por 1 min, 

45°C por 3 min e 72°C por 3 min. Nos géis de agarose, preparados como descrito 

anteriormente, os amplicons com 256 pb foram visualizados.

3.10. Análises funcionais de NS5

Seqüenciamos nucleotídios dos amplicons de 670 pb, 723 pb, 958 pb, 849 pb 

para os vírus DEN2-CEA, IGU, ILH, SLE-BE, YF17D. Com a soma do obtido a 

partir destes fragmentos e removendo-se as intersecções, obtivemos a sequência 

nucleotídica de todo o gene de NS5, com 2700 bases, destes 5 vírus. A partir 

desta sequência de nucleotídeos, inferimos a sequência de aminoàcidos da 

proteína NS5 dos vírus estudados e com base nestas seqüências aminoacídicas 

promovemos análises funcionais da proteína NS5. Na determinação das 

seqüências nucleotídicas e aminoacídicas de NS5, utilizamos o programa DNAsis 

(Hitachi, Japão).

As seqüências aminoacídicas da NS5 de DEN2-CEA, IGU, ILH, SLE, 

YF17D foram inseridas em banco de dados BLAST-PHI buscando por seqüências 

conhecidas com as quais as nossas teriam alta homologia e dessa forma 

determinando a origem e função das mesmas.
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A porção aminoacídica referente à função RdRp de NS5 de DEN2-CEA, 

IGU, ILH, SLE, YF17D foi alinhadas juntamente com seqüências aminoacídicas de 

vírus da diarréia bovina (BVDV, Genbank NC 001461.1), da encefalite japonesa 

(JEV, Genbank NC001437), da hepatitie C (HCV, Genbank AF 356827.1) e de 

dengue tipo 2 (DEN2 Genbank NC20558) a fim de se obter seqüências 

conservadas (motifs). Os alinhamentos foram feitos em microcomputador 

utilizando o programa Clustal W (D. Higgins, J.Thompson and T. Gibson) .



Resultados
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4. Resultados

4.1. RT-PCR

No presente estudo, foi possível amplificar 3 fragmentos do gene de NS5 

dos 15 Flavivirus brasileiros estudados. Para tanto, utilizamos RT-PCRs com 3 

distintos pares de primers, FG1/FU1RC, FG1/FG2RC, FG2/FD3 e estas RT-PCRs 

resultaram em amplicons com 723 pb, 958 pb e 849 pb, respectivamente, 

conforme mostram as Figuras 2, 3 e 4. Dentre os 3 fragmentos do gene de NS5 

obtidos para os 15 Flavivirus estudados, selecionamos o de 723 pb para 

seqüenciamento nucleotídico, estudo filogenético e desenvolvimento de método 

diagnóstico laboratorial por nested-PCR.

Os amplicons de 958 pb e 849 pb foram seqüenciados somente para os vírus 

DEN-2 CEA, IGU, ILH, SLE-BE e YF-17 D, visando ao estudo funcional da 

proteína NS5.

4.1.1. Amplicons de ~723pb obtidos por RT-PCR com primers FG1e FU1RC

Utilizando RT-PCR com os primers FG1 e FU1RC foi possível amplificar 

723 pb do gene NS5 (nt 8270 a 8993 do genoma do vírus da YF) para todos os 

15 Flavivirus envolvidos no estudo, os quais são mostrados na Figura 2.
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Figura 2: Géis de agarose tratados com brometo de etideo, mostrando, á luz UV, 
amplicons obtidos pela RT-PCR com os primers FG1/ FU1RC para todos os vírus 
envolvidos no estudo. 1- marcador de 100 pb; 2-BUS; 3-CPC; 4-DEN1-RIB; 5- 
DEN1-RIO; 6-DEN2-CEA; 7-DEN2-SPH; 8-DEN2-TOC; 9-DEN4-BV; 10-IGU; 11- 
ILH; 12- ROC; 13-SLE-BE; 14-SLE-SP; 15-YF-BE; 16-YF-17 D.

4.1.2. Amplicons de -958 pb obtidos por RT-PCR com primers FG1 e FG2RC

Utilizando a RT-PCR com os primers FG1 e FG2RC foi possível amplificar 

958 pb do gene NS5 (nt 8270 a 9228 do genoma do vírus da YF) dos 15 Flavivirus 

envolvidos no estudo, conforme mostrado na Figura 3.
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958 pb->

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 14 15 16

Figura 3 Géis de agarose tratados com brometo de etídeo, mostrando, à luz UV, 
amplicons obtidos pela RT-PCR com os primers FG1/ FG2RC para todos os vírus 
envolvidos no estudo. 1- marcador de 100 pb; 2-BUS; 3-CPC; 4-DEN1-RIB; 5- 
DEN1-RIO; 6-DEN2-CEA; 7-DEN2-SPH; 8-DEN2-TOC; 9-DEN4-BV; 10-IGU; 11- 
ILH, 12- ROC; 13-SLE-BE; 14-SLE-SP; 15-YF-BE; 16-YF-17 D.

4.1.3. Amplicons de ~ 849 pb obtidos por RT-PCR com primers FG2 e FD3

Utilizando a técnica RT-PCR com os primers FG2 e FD3 foi possível 

amplificar 849 pb do gene NS5 (nt 9228 a 10077 do genoma do vírus da YF) dos 

15 Flavivirus envolvidos no estudo, os quais são mostrados na Figura 4
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Figura 4 Géis de agarose tratados com brometo de etideo, mostrando, à luz UV, 
amplicons obtidos pela RT-PCR com os primers FG2/ FD3 para todos os vírus 
envolvidos no estudo. 1- marcador de 100 pb; 2-BUS, 3-CPC; 4-DEN1-RIB; 5- 
DEN1-RIO, 6-DEN2-CEA; 7-DEN2-SPH; 8-DEN2-TOC; 9-DEN4-BV; 10-IGU; 11- 
ILH; 12- ROC; 13-SLE-BE; 14-SLE-SP; 15-YF-BE; 16-YF-17 D.

4.2. Análise comparativa das seqüências nucleotidicas de Flavivirus 

brasileiros

Realizamos seqüenciamento nucleotidico dos amplicons de 723 pb obtidos 

por RT-PCR com o par de primers FG1/ FU1RC para todos os 15 Flavivirus 

estudados Estas seqüências foram otimizadas removendo-se áreas de leitura 

menos confiáveis, no que resultou em seqüências nucleotidicas finais com 600 pb. 
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Estas sequências foram alinhadas incluindo neste alinhamento sequências 

previamente conhecidas dos vírus de dengue tipo 1 Singapore (DEN1-S, Genbank 

NC87512), dengue tipo 2 Jamaica (DEN2-J, Genbank NC20558), dengue tipo 4 

Guine Bissau (DEN4-GB Genbank NC 002640) e vírus de Encefalite Japonesa 

(JEV, Genbank NC001437), conforme mostrado na Figura 5. Também, 

utilizamos este alinhamento de sequências nucleotídicas para selecionar, em 

regiões de alta homologia, dois primers para serem usados em nested-PCR 

visando à confirmação da detecção genômica destes Flavivirus brasileiros, os 

primers NesA e NesB, conforme mostrado na Figura 5. Ainda, alinhamos 

seqüências inferidas dos aminoácidos correspondentes aos nucleotídios do 

amplicom com 600 pb, também incluindo os vírus de dengue tipo 1 Singapura 

(DEN1-S, Genbank NC87512), dengue tipo 2 Jamaica (DEN2-J, Genbank 

NC20558), dengue tipo 4 Guinea Bissau (DEN4-GB Genbank NC 002640) e vírus 

de Encefalite Japonesa (JEV, Genbank NC001437), conforme mostrado na 

Figura 6.
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GAGTGAAGAG 
GAGATCTGCG 
GGATAGAGCA 
GGATAGAGCA 
GGATAGAG.A 
GCACAGAG.A 
GAATAGAG.A 
TGAGCAAT . C 
ACATGGAG.T 
GGCTTCAGCG 
GGCTTCAGCG 
GGATAAAGAG 
GGCTGGAGCG 
GAATCCAGAA 
GGATCGAAAG 
GAATACGGAG 
GGATACGGAG 
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AACGAAAAGG

ATGA...CAT 
CACATAGCGA 
ATCCGAGCGA 
ATCCGAGCGA 
AT . .GAG.GA 
ATCA...TGA 
ATCA...AGA 
ACAG. . .AGA 
ATCA...AAA 
ATC..AG.GA 
ATC..AG.GA 
ACCC...GAA 
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AAATAAAACA 
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ATTGCAACGA 
ATTGCAA.GA 
ACTCAAA.GA 
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GCTCAAA.GA 
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ATTGAGG.GA 
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GAATCCCCTA 
ACGGCGAAAT 
CAATCCATAG 
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CCATCCA.TA 
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.AAAACCATG 
.ATATCCATG 
.ATGTAAACA

CACACCCCTT 
GTCGA....A 
TACCACACC. 
TACCACACC. 
CACCACACCG 
TACGACTCCA 
CACGACTCCA 
CACTACGTAA 
TACGACTCCA 
TACAACTCCT 
TACAACCCCT 
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CACCACGCCC 
CACAACCCCT 
CCAAACCCGT

.AAAGCTCC. 
GTAAGAACC. 
GCGCACAC.. 
GCGCACAC.. 
GCGCACACC. 
TATAGGGCA. 
GAGAACTCA. 
GAAGGCCCA. 
AAGAGCACA.
.AGA.CAGC. 
CAGAACACC. 
CAAAGCTCC. 
CACGGGCTC. 
GAAGGCTCC. 
CAAGGCGCCG 
AAAAGCTCC. 
AAAGGCTCC. 
CAGAGCAAA. 
TAGAGTGAA.

GGATACCCTG 
TACCGATACT 
GGATGTCAT. 
GGATGTCAT. 
GGATGTCAT. 
GGACGTTTG. 
GGACGTCGT. 
GGACGTCGT. 
GGACGTTGT. 
GGATGTGAT. 
GGATGTGAT. 
GGATGTGAT. 
GGACGCAAT. 
GGACGCCATT 
GGATAGCAT. 
GGACATGAT. 
GGATATGAT. 
GGACAGGATA 
TACCAGAACA

TC.GGACA.C 
TTTGAA.. . . 
TCTGGACCAC 
TCTGGACCAC 
TTTGGACAAC 
TTTGGCCAAC 
TTTGGACAAC 
TCCTATTACC 
TTTGGCCAAC 
TCTGGC..AC 
TTTGGGCAAC 
TT.GGACAAC 
TTTGCC..AC 
TTTGGACAGC 
TTTGGGCAAC 
TT.GGGTCAC 
TT.GGGTCAC 
TTTGGACAGC 
TTTTGACGGC

.GAACCATCC 

.ACACGACGG 

.AAGAGCAAA 

.AAGAGCAAA 

.AAAAGCAAA 

.CACAGAGAC 

.AGAACCGAA 

.GAGACCGCT 

.AGAACCCTC 

.ACAACCAAA 

.ACAACCAAA 

.GGAGCCTGA 

.AGATCAGCG 
-TGAGCCACC 
CGGAACGCCG 
.CGAACACCA 
.CGAACACCA 
•GGATCCACC 
•AGATCCACC

AACAGGTGTC 
GTTACATATT 
GCCCATGGCC 
GCCCATGGCC 
TCCCATGGTC 
ACCTCTGGTG 
CCCTATGGTG 
GCTTCGGGTA 
CCCTCTGGTG 
CCCATGGTCG 
TCCAATGGTG 
ATCAACAGTG 
CACCAGCGTG 
GCCAA.CGTC 
CCAAAGCGTC 
CACAA.CGTG 
CACAAACGTG 
GAG GA.GGTC 
GACAA.ATTT

AGA.GAGTGT 
AAGGGTGGTT 
AGA.GAGTGC 
AGA.GAGTGC 
AGA.GGGTGT 
AAC.GTGATG 
AGC.GCGTTT 
AGA.ACGGTG 
AGC.GTGTGT 
AA..GAGTGT 
AAA.GAGTGT 
ACA.GGGTGT 
AGATGGGTGT 
AAA.GAGTCT 
AGC.GGGTTT 
AGA.GAGTCT 
GAA.GGGTGT 
AAA.GAGTGT 
AAA.AAGTGG

ACCCGGGT.. 
GGTCGCCACA 
ACGAGGCACA 
ACGAGGCACA 
ACAAGGCACA 
GGCAGGCGGA 
GGAAGGCACA 
GGGAGGCACC 
GGAGGGCACA 
CCC..GTACA 
ACCCGGTACA 
GCAAGGGGCA 
GTGGAGTT.. 
AGCTGGAGCC 
CCCCGAGGC. 
CTAGGAGT. . 
TTGGGAGTC. 
AGCGGGAACT 
ATCTGAAACT

Figura 5: Alinhamento de 600 nucleotídeos do gene NS5 de 15 Flavivirus brasileiros e 
seqüência de nucleotídeos de dengue tipo 1 Singapura, dengue tipo 2 Jamaica, dengue 
tipo 4 Guinea Bissau e vírus da encefalite japonesa também estão incluídas.
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BUS 
CPC 

DEN1-R1B 
DEN1-RIO 

DEN1-S 
DEN2-CEA 

DEN2-J 
DEN2-SP 

DEN2-TOC
DEN4-BV 
DEN4-GB

IGU 
ILH 
JEV 
ROC 

SLE-BE 
SLE-SP 
YF-17D

YF-BE

YRTGSYHGSY 
YRTWNYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YKTWAYHGSY 
YRTWAYHGSY 
YRTWAYHGSY 
YRTWNYHGSY 
YRTWHYHGSY 
YRTWTYHGSY 
YRTWNYQGVY 
YRTWNYHGSY 
YRTWNYHGSY 
YRTWHYCGSY 
YRTWHYCGSY

EVTTTGSASS 
EVKAHGSASS 
EVKLSVSASS 
EVKLSVSASS 
EVKLSVSASS 
ETKOTGSASS 
ETKQTGSASS 
ETKQFGSASS 
ETKOTGSASS 
EAPSTGSASS 
EAPSTGSASS 
EDQATGSASS 
EVQPTGSAYS 
EVKATGSASS 
SVPPAGLASW 
DVKPTGSASS 
DVKPTGSASS 
VTKTSGSAAS 
VTKTSGSAAS

MINDVVKCSR 
LVNGVVRHFQ 
MLNGSVRLLT 
MLNGSVRLLT 
MLNGVVRLLT 
MVNGVVRLLT 
MVNGVVRLLT 
MVNGVVRLLT 
MVNGVVRLLT 
MVHGVVKLLT 
MVHGVVKLLT 
MVNAVVKLMI 
MVNGVVRLLS 
LVNGVVKLMS 
LMGWSVRSPG 
MVNGVVRLLT 
MVNGVVRLLT 
MVNGVIKlLT 
MVNGVIKlLT 

RPWDTMNSVT 
KPWDALTSVT 
KTWDVMPMAT 
KTWDVMPMAT 
KTWDVMPMAT 
KPWDVVPMVT 
KPWDVVPMVT 
KPWDVVPTVT 
KPWDVVPMVT 
EPWDVIPWST 
EPWDVIPWST 
kpwdvistvi 
KPWDAITSVV 
KPWDAIANVT 
IPWKASLSVL 
KPWDMITNVT 
KPWDMITNVT 
YPWDRIEEVT 
YPWDRIEEVT

SISMTDTTPF 
TMAMTDTTPI 
OIAMTDTTPS 
QIAMTDTTPS 
OIAMTDTTPS 
OMAMTDTTPF 
OMAMTDTTPF 
QMAMTDTTPF 
OMAMTDTTPF 
QLAMTDTTPS 
OLAMTDTTPS 
TMSMTDTTPV 
TMAMTDTTPF 
TMAMTDTTPF 
TMAMLGNSGF 
TMAMTDTTPL 
TMAMTDTTPL 
RMAMTDTTPF 
RMAMTDTTPF

BUS 
CPC 

DENI-RIB 
DEN1-RIO 

DEN1-S 
DEN2-CEA 

DEN2-J 
DEN2-SP 

DEN2-TOC
DEN4-BV 
DEN4-GB

IGU 
I LH 
JEV 
ROC 

SLE-BE 
SLE-SP 
YF-17D 

YF-BE

GQQRVFQEKV 
GQORVFKEKV 
GPQRVLKEKV 
GPQRVLKEKV 
GPQRVLKEKV 
GQORVFKEKV 
GQORVFKEKV 
GSORVFKEKV 
GQORVFKEKV 
GQORVFKEKL 
GQQRVFKEKL 
GQHRVFKEKV 
GHRWVFKEKV 
GQORVFKEKV 
LRKRSSPITP 
GQRRVSKEKV 
GQRRVSKEKV 
GQORVFKEKV 
GQORVFKEKV

DTKAPNHGPG 
DTKAPEPPRG 
DTRTPRAKRG 
DTRTPRAKRG 
DTRTPRAKRG 
DTRTQEPKEG 
DTRTQEPKEG 
DTRTQEPKEG 
DTRTQEPKEG 
DTRTAQPKPG 
DTRTAQPKPG 
DTKAPEPEQG 
DITGAQPSAG 
DTKAPEPPAG 
ERRPEARNLG 
DTKAPETPLG 
DTKAPETPLG 
DTRAKDSTSG 
DTRAKDSTSG

•CKVMD..II 
AATVMN..EV 
TAQIME..VT 
TAQIME..VT 
TAQIME..VT 
TKKLMK..IT 
TKKLMK..IT 
TKKLMK..IT 
TKKLMK..IT 
TRIVMT..TT 
TRIVMT..TT 
AADIME..DS 
VELLST..Dl 
AKEVLN..ET 
STQIMTGRML 
VAQFMD..VT 
VAQFMD..VT 
NKEDHE..SC 
NKEDHE..SC 

SEWTWSYLSR 
SNWLWDYLSR 
DKWLLGFPSR 
DKWLLGFPSR 
DKWLLGFPSR 
AEWLWKELGK 
AEWLWKELGK 
AEWLWELLGK 
AEWLWKELGK 
ANWLWALLKK 
ANWLWALLGK 
GRLYWKNLTQ 
TNRLVNFC.. 
TNWLWAHLSR 
TWWATSYFDY 
TDWLWTQSPR 
TDWLWTQSPR 
OQVAVPPPGQ 
QQVAVPPPGQ

ERRTSLCTQD 
EKKPRLCTKE 
NKKPRICTRE 
NKKPRICTRE 
NKKPRICTRE 
KKTPRMCTRE 
KKTPRMCTRE 
KKTPRMCTRL 
KKTPRMCTRE 
KSOTV  
KKNPR  
ERRPAICTQG

EKRPRLCTKE
ARHMISQSES 
EKRKSLCTED 
EKRKSLCTED 
RKEPQTVHKG
RKEPQTVHKG

BUS 
CPC 

DEN1-RIB 
DEN1-RIO 

DEN1-S 
DEN2-CEA 

DEN2-J 
DEN2-SP 

DEN2-TOC 
DEN4-BV 
DEN4-GB

IGU 
I LH 
JEV 
ROC 

SLE-BE 
SLE-SP 
YF-17D 

YF-BE

KSGKYNIRMV TLRACNAELK QSGLSKKTIV DLTCFNM  
EFIKKVNSNA AIGAMFEEQN QWKSANDAVQ DPEF  
EITSKDTSNA AIGAVFDG  
EITSKDTSNA AIGAVFDG  
EFTRKVRSNA AIGAVFVE  
EFTKKVRSNA ALGAIFTDEN KWKSAFGAVR ESRRNELMS. ..KEKKLHEY 
EFTKKVRSNA ALGAIFTDEN KWKSAREAVE DSRFWELVD. ..KERNLHLE 
EFTKKVRSNA ALG.IFTDEN KWKSAREAVS EARFWELVDS EEKERNLHLA 
EFTKKVRSNA ALGAIFTDEN KWKSAREAFE DSGFWEMVD. ..KARNLSLE 

 

GVITKGERRA APGAVNREOA ERFMRR

EFI
RLAQP.ETQMS GT
AVKAKVNSHA ALGAMFEEQN QWSSAREAVE DP
AVKAKVNSHA ALGAMFEEQN QWSSAREAVE DP
RIYCKSPKSC SHW
R1YCKSPKSC SHW

Figura 6: Alinhamento de aproximadamente 200 aminoácidos da proteína NS5 de 
15 Flavivirus brasileiros e sequência de nucleotídeos de dengue tipo 1 Singapura, 
dengue tipo 2 Jamaica, dengue tipo 4 Guinea Bissau e vírus da encefalite 
japonesa também estão incluídas.

TKKLMK..IT
TKKLMK..IT
TKKLMK..IT
TKKLMK..IT
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4.3. Análise filogenética dos Flavivirus brasileiros

O dendograma feito pelo método neighbor-joining, que se baseou nas 

seqüêncías de nucleotídeos alinhadas, mostra que os Flavivirus brasileiros estão 

agrupados em três complexos principais: o complexo dos vírus do dengue, 

subdividido em complexos dos dengue tipo 1, dos dengue tipo 2 e dos dengue tipo 

4, o complexo vírus da encefalite japonesa que inclui os vírus SLE-BE, SLE-SP e 

os vírus anteriormente não classificados antigenicamente Cacipacoré, 

Bussuquara, Iguape, Ilhéus, Rocio, e o complexo vírus da Febre Amarela, 

conforme mostram as Figuras 7 A. O dendograma feito pelo método neighbor- 

joining baseado nas seqüências de aminoácidos alinhadas, também, mostra que 

os Flavivirus brasileiros estão agrupados em três complexos principais: o 

complexo dos vírus do dengue, subdividido em complexos dos dengue tipo 1, dos 

dengue tipo 2 e dos dengue tipo 4, o complexo vírus da encefalite japonesa que 

inclui os vírus Ilhéus, Rocio, Cacipacoré ,SLE-BE e SLE-SP e o complexo vírus 

da Febre Amarela, conforme mostram as Figuras 7B. Os vírus Bussuquara e 

Iguape aparecem em um ramo separado mas integrando o complexo vírus da 

encefalite japonesa.

Os dendogramas obtidos com as seqüências de nucleotídeos e de 

aminoácidos pelos métodos de neighbor-joining mostraram clades que agrupam 

vírus similares quanto à epidemiologia e as doenças que produzem. Pode-se 

observar uma correlação destes clades com os principais gêneros de vetores 

(Culex e Aedes), principais hospedeiros vertebrados (pássaros, roedores e 

mamíferos) e o tropismo do vírus em seres humanos' (neurotrópicos e não
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neurotrópicos), permitindo também associação com doenças (encefalites e febres

hemorrágicas).

— BUS
IGU
ILH
--------ROC
SLE-BE

SLE-S P
JE V

CFC
DENI-RIB

DEN1-S
DEN4-BV

DEN4-GB
DEN2-CEA

DEN2-J
DEN2-TOC

DEN2-SP
YF-17D

YF-BE

DEN1-RIO

BUS

JEV-T
JSLE-BE

SLE-SP
ILH

DEN1-RIO
DEN1 -S

DEN2-CEA
DEN2-J
DEN2-TOC

“ IGU
CPC

------------- ROC
DENI-RIB

" DEN2-SP
I—DEN4-BV
L DEN4-GB

______I YF-1 7D
* YF-BE

B

Figura 7: Árvores filogenéticas utilizando o método neighbor-joining de seqüências com 
incluindo os vírus DEN1-S, DEN2-J, DEN4-GB e JEV. 600 nucleotídeos (A) e 200 
aminoácidos (B) do gene NS5, de 15 Flavivirus brasileiros, também

Nos dendogramas feitos pelo método da parsimônia a partir das seqüências 

de nucleotídeos e aminoácidos, também, podemos observar que os Flavivirus 

brasileiros estão agrupados basicamente nos mesmos três complexos principais: 

o complexo dos vírus do dengue, subdividido em dengues tipo 1, dengues tipo 2 e 

dengues tipo 4, o complexo vírus da encefalite japonesa incluindo os vírus 
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Bussuquara, Iguape, Ilhéus, Rocio, Cacipacoré .SLE-BE e SLE-SP e o complexo 

vírus da Febre Amarela, conforme mostra Figura 8.

gura 8: Árvores filogenéticas, obtidas pelo método da parsimônia, da sequência de 600 
jcleotídeos (A) e de 200 aminoácidos (B) do gene NS5, de 14 Flavivirus brasileiros, também 
3luíndo DEN1-S, DEN2-J, DEN4-GB e JEV.

Com base nos dendogramas obtidos para os 15 Flavivirus brasileiros, das 

seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos de NS5, 05 virus, representantes 

de cada ramo das árvores, foram escolhidos para análise funcional da proteína 

NS5, Ilhéus, Iguape, SLE-BE representando o complexo do vírus da encefalite 

japonesa, DEN-2 CEA e YF 17 D.
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4.4. Nested-PCR

Pela nested-PCR com os primers internos NesA e NesB, foi possível obter 

amplicons de aproximadamente 256 pb, para os 15 Flavivirus brasileiros, 

conforme mostrado na Figura 9 Esta amplificação por nested-PCR serve como 

teste confirmatório da RT-PCR utilizando os primers FG1 e FU1RC, permitindo 

utilização desta metodologia de RT-nestec/-PCR como teste diagnóstico de 

Flavivirus.

Figura 9: Gel de agarose tratado com brometo de etídeo, mostrando à luz UV, 
amplicons com aproximadamente 256 pb obtidos pela nested-PCR com primers 
Nes A/Nes B para os 14 Flavivirus brasileiros. 1- marcador de 100 pb; 2-BUS; 3- 
CPC; 4-DEN1-RIB; 5-DEN1-RIO, 6-DEN2-CEA; 7-DEN2-SPH; 8-DEN2-TOC; 9- 
DEN4-BV; 10-IGU; 11-ILH; 12- ROC; 13-SLE-BE; 14-SLE-SP; 15-YF-BE; 16-YF- 
17 D.

4.5. Estudos funcionais da proteína NS5 dos 5 Flavivirus estudados

Como resultado de análise quanto à homologia do gene da NS5 de D2- 

CEA. ILH, IGU, SLE-BE e YF-17D observamos que as regiões correspondentes 

aos aminoácidos (aa) de 250 a 900, apresentavam alta homologia com regiões 
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genômicas supostamente com função de RNA dependente-RNA polimerase. Com 

as seqüências aminoacídicas de NS5 dos vírus DEN-2 CEA, IGU, ILH, SLE-BE e 

YF-17 D em suas porções referentes à função RdRP (aa 250 a 900), fizemos 

alinhamento das mesmas com as dos Flaviviridae da JEV, DEN-2, da diarréia 

bovina (BVDV) e da hepatite C (HCV) e observamos 4 motifs característicos de 

RdRP presentes em todos os vírus estudados. Esses motifs são: A (DTKAWD), B 

(RGSGQPDTSAGN), C (GDD) e D (EAGK), conforme mostrado na Figura 11. 

Acredita-se que o motif C seja essencial para a função polimerase (RdRp) (Vicky 

et. al. 1999). A presença do motif C na NS5 dos 5 Flavivirus confirma que o gene 

por nós estudado trata-se realmente de uma RNA polimerase (Vicky et. al. 1999).
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BVDV 
DEN2-CEA 

DEN2
HCV 
IGU 
ILH 
JEV 
SLE 
YF-17D

EPALAYLPYA 
RSVQS.VRMV 
FEALGFLNED 
KMALYDWST 
FEALGFLNED 
FEAVAFLKED 
FEALGFLNED 
FEGS  
FEALGFLNED 

TSALKMFTPT 
EWRPYGLQRG 
HWFSRENSLS 
LPQAVMGSSY 
HRLSRENTGA 
HWLSSSRTST 
HWLSRENSGG 
.RVSKRRSLD 
HWASRENSGG

RLESWILST
LLESTWQEKR
GVEGEGLHKL
GFQYSPGQRV
GVEGYGAQRQ
GGVCRRVQEL
GVEGSGVQKL
ESARTHMEEL
GVEGIGLQYL 

TIY.KTYLSI 
GIN.. WVWCQ 
GYILREVSKK 
EFLVNAWKSK 
GQTEPGKTGE 
PENFGYNARN 
GYILRDIAGK 
RGK.DSKTCD 
GYVIRDLAAM 

RKGKSDGLDT 
ERWLSWKDDT 
EGGAMYADDT 
KSPMGFAYDT 
QRRKIYAEDT 
LRDHKWHDDT 
QGGKMYADDT 
TSYKISPQDT 
DGGGFYADDT

S QNPVSVG
H VSPYRMI
D LKNEEMI
DIRVEESIYQ CCDLVPEARQ
D LENDSEI
D REDERIK
D LENEAKV
DG  TLGLQELNLK
D LDDEQEI

BVDV 
DEN2-CEA

DEN2 
HCV 
IGU 
ILH 
JEV 
SLE 

YF-17D

BVDV 
DEN2-CEA

DEN2
HCV 
IGU 
ILH 
JEV 
SLE 

YF-17D

BVDV 
DEN2-CEA

DEN2 
HCV 
IGU 
ILH 
JEV 
SLE 

YF-17D

KAWDAAMEIL 
KAGDMPHTGI 
KAGDTRITIE 
RCFDSTVTES 
KAWDTSIRRR 
KAWDARMTNI 
KAWDTRITRT 
KAWDTRMTPP 
KAWDTRITEA

Q.KRTLLMKV 
SDSWRGESRS 
QNKWRVQRP 
QNCGYRRCRA 
RHKWKVMRP 
RHKWKVMRP 
RHKWKVMRP 
WNRLTGTKWS 
KNKWKVLRP

LIYHLYGVYY 
HTKLGQCHAN 
RQMEGEGIFK 
VICESAGTQE 
GSIGVGEGSG 
RCMEAEELLD 
RLMEAEGVIG 
RTLLSSSSGR 
RMAEAEMVIH

FVKN..FLDQ 
SEYDTWYCDR 
TPRG.TVMDI 
SGVLTTSCGN 
APKGKHILDS 
ARGGKTVMDI 
AAEGKTVMDV 
RSRD...LQQ 
APGGKAYMDV 

AATDELRGSG 
LYWASYRGSG 
ISRRDQRGSG 
TLTCYLRASG 
TSSKEQRGSG 
ISREDQRGSG 
ISREDQRGSG 
KERPQWRGSG 
ISRRDQRGSG 

ISVMLGVGAI 
KIKRWWRSTW 
TNHMAGEHKK 
AIRSLTERLY 
REPGDDKHQI 
SNRSYAQDRI 
LELLDGEHRM 
MNPSSSTPKT 
LNYMSPHHKK

QPDTSAGNFG 
QVGTYGLNHI 
QVGTYALNMA 
VLTTSCGNGH 
QPDTSAGNMM 
QPDTSAGNKL 
QPDTSAGNWN 
QPDTSAGNED 
QPDTSAGNDD 

AAHNAIESSE 
QENWRIMLSA 
LAEAIFKLTY 
VGGPLTNSKG 
LTGAIIQLTY 
VNCEIARLTT 
LARAIIELTY 
VNTACSLEPK 
LAQAVMEMTY

AVQTIGNPLR 
MRPAISAWWV 
TFTNMEAQLI 
TMLVCGDDLV 
TRNHLYVKSI 
TFTNLAVQLV 
TFTNIAVQLV 
RWSLMPLTLS 
TITNLKVQLI

GDD...WEAK ELSERTAGRN LFTLIMFEAF ELLGMDSQGK 
GDD DASVTWQ PQRRSQSNIG WR.AVGRGRL QLIAIRGDD 
GDD...IQHL TASEEIAVQD WLARVGRERL SRMAISGDDC 
GDD...SLRV FTEAMTRYSA PPGDPPQPEY DLELITSCSS 
GDD...GKQL PRKTRLAVRT RWFEHEEARR AGIETSGDDK 
GDD...VHRL SPKTDISVRS ELVIKGGERL SRMAVSGDDC 
GDD...LEQL PRKTKIAVRT WLFENGEERV TRMAISGDDC 
GDD RGSLDHN TWNSYLEKPR QLSGPGSLRM ERRERPGWR 
GDD...VQDC DESVLTRLEA WLTEHGCDRL KRMAVSGDDC

BVDV IRNLSGNYIL DLIYGLHKQI NRGLKKMVLG WAP AP FSCEAGKSDE
DEN2-CEA VARPVCDRFA RGLAAQKVMV ..KLTKDRRQ PEP SR GWNDAGKVLL

DEN2 WKPLDDRFA RALTALNDMG ..KVRKDIQQ WEP SR GWNDAGKVPF
HCV NVSVAHDASG KRVYYLTRDP ..TTPLARAA WETAR...HT PVNAMTRNII
IGU VIRLTSDGCD TVPYLMNAMS ..GEPAKNPE MYN SE WKHEAGKVLL
ILH VGKPLECGRA TPLYWVSQLK . . KTMIYICG RCTR. . . .GH RRHEAGKVGV
JEV WKPLDDRFA TALHFLNAMS ..KVRKDIQE WKP SH GWHEAGKVPF
SLE AEMTVSSSRW MTDSPQPSTS ..STQCQRSE KTSRNGSLRM AGTEAGKFPS

YF-17D WRPIDDRFG LALSHLNAMS ..KVRKDISE WQP SK GWNEAGKVPF

Figura 11: Alinhamento de aminoácidos da proteína NS5 de DEN-2 CEA, IGU, 
ILH, SLE-BE e YF-17 D em sua porção referente à função RdRp (aa 250 a aa 
900) e de dengue tipo 2 Jamaica, vírus da encefalite japonesa, da diarréia bovina 
viral, da hepatite C, destacando-se 4 motifs característicos de RdRp.
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5. Discussão

As arboviroses são um grave problema de saúde pública no Brasil. 

Dentre as arboviroses, aquelas transmitidas por mosquitos e dentre essas, as 

flaviviroses são as mais importantes causadoras de surtos e epidemias no Brasil e 

no mundo. Áreas urbanizadas vem sofrendo com epidemias de dengue e são 

ameaçadas pela aproximação da febre amarela silvestre, viroses com grande 

impacto em saúde pública e também, sócio-econômico. Portanto, é importante 

estudar os Flavivirus e as flaviviroses em seus diferentes aspectos, que incluem o 

desenvolvimento de métodos diagnósticos rápidos, o estudo da estrutura, do 

genoma, da filogênese e do mecanismo replicativo destes vírus.

NS5, cujo gene foi objeto do presente trabalho, é a maior 

(aproximadamente 2700 nucleotídeos) e a mais conservada proteína dos 

Flavivirus. Esta proteína é fundamental na replicação viral por possuir função RNA 

polimerase RNA-dependente (RdRp).

Tradicionalmente, a suspeita clínica de infecções por Flavivirus é 

baseada nos sinais e sintomas clínicos bem como nos antecedentes 

epidemiológicos apresentados pelos pacientes. Após a suspeita, faz-se necessária 

uma confirmação diagnostica laboratorial. O diagnóstico convencional de 

infecções por Flavivirus no Brasil baseia-se, principalmente, no isolamento viral 

feito a partir do sangue dos pacientes e/ou em testes sorológicos que pesquisam a 

presença de anticorpos vírus específicos, tais como o de inibição da 

hemaglutinação e o MAC-ELISA. A interpretação de resultados dos testes 

sorológicos pode ser demorada e difícil devido a reações cruzadas entre os vírus 
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do mesmo gênero. Neste sentido, a PCR com sua excepcional sensibilidade 

representa grande progresso permitindo detectar e identificar flaviviroses em 

amostras clínicas e de mosquitos, de maneira muito mais rápida que por 

isolamento viral em animais ou culturas celulares, metodologias difíceis e 

demoradas. Sabendo que, a proteína NS5 é a mais conservada dos Flavívirus 

desenvolvemos em nosso trabalho metodologias diagnosticas de RT-PCR e 

nested-PCR para estes vírus baseando-nos no seu gene codificador.

A RT-PCR desenvolvida em nosso trabalho permite identificar e 

diagnosticar Flavivirus a nível de gênero. Para o desenvolvimento desta 

metodologia, testamos três pares de prímers previamente divulgados 

(FG1/FU1RC, FG2/FD3, FG1/FG2RC) todos anelando-se e amplificando regiões 

de NS5 (Fulop et. al. 1999; Deubel et. al. 1998; Rice et. al. 1985) . Com estes 

primers foi possível amplificar segmentos genômicos dos 15 Flavivirus brasileiros 

estudados. Numa segunda etapa, a partir de seqüências nucleotídicas de 

amplicons dos 15 Flavivirus brasileiros, tendo aproximadamente 723 pares de 

bases e obtidos com primers FG1/FU1RC, selecionamos primers internos (Nes 

A/Nes B) para uso em uma nested-PCR. Esta nested-PCR aumentaria a 

sensibilidade bem como a especificidade dos amplicons obtidos pela RT-PCR 

confirmando suas origens virais. Os primers internos mostraram-se eficientes na 

detecção dos 15 Flavivirus envolvidos no estudo e assim, obtivemos um método 

diagnóstico confiável de gênero Flavivirus. Esta metodologia de RT-nesfed-PCR 

necessita ser utilizada no processamento de amostras clínicas e de isolados virais 

desconhecidos para uma confirmação definitiva de sua praticidade.



48

A classificação dos Flavivirus é complexa devido à extensa distribuição 

geográfica e diversidade de vetores artrópodes e hospedeiros vertebrados 

associados com a transmissão biológica dessas viroses. A classificação clássica 

dos Flavivirus com inferências quanto a características evolucionárias e inter- 

relações entre os membros, baseou-se em critérios de relacionamento antigênico 

obtidos com testes de neutralização, fixação do complemento e inibição da 

hemaglutinação. Esta classificação foi muito valiosa no entendimento dos 

Flavivirus, classificando-os em oito complexos antigênicos. Entretanto, muitos 

vírus, incluindo o protótipo do gênero, o vírus da Febre Amarela e os vírus 

brasileiros Cacipacoré, Ilhéus, Rocio, Bussuquara e Iguape, ficaram desagrupados 

na classificação dos Flavivirus por relacionamento antigênico.

Nos últimos 15 anos, a revolução molecular na biologia fez com que 

surgisse a taxonomia molecular, baseada em semelhanças e diferenças 

observadas em sequências de nucleotídeos e aminoácidos dos seres vivos. 

Assim, um novo instrumental analítico surgiu dando informações úteis sobre a 

evolução dos seres vivos.

Neste trabalho, utilizamos a taxonomia molecular para estudar os 

Flavivirus brasileiros. Para tanto, baseamo-nos na análise de uma região com 600 

nucleotídeos e, portanto, 200 amino ácidos do gene da proteína NS5 destes vírus. 

Assim, estabelecemos um estudo filogenético compreensivo que permitiu verificar 

relacionamentos entre os Flavivirus brasileiros e em seguida, comparamos a 

nossa classificação com outras de filogenia molecular baseadas na análise de 

outras regiões do genoma bem como com a classificação clássica baseada no 

relacionamento antigênico. Finalmente, buscamos estabelecer uma correlação 
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entre as associações filogenéticas que obtivemos com a ecologia/epidemiologia e 

as doenças por Flavivirus brasileiros.

Ambas as árvores filogenéticas que geramos, por neighbor-joining e 

parsimônia, mostram que os Flavivirus brasileiros agrupam-se em três ramos 

principais: o de vírus do dengue que por sua vez subdivide-se nos ramos 

relacionados aos tipos 1, 2 e 4; o do complexo do vírus da encefalite japonesa que 

inclui SLE-Be, SLE-SP, bem como outros vírus que por relacionamento antigênico 

encontravam-se desagrupados, como o Cacipacoré, o Bussuquara, o Rocio, o 

Ilhéus e o Iguape. O terceiro ramo inclui apenas os vírus da febre amarela, que 

permanecem a parte dos outros Flavivirus. Os padrões de ramificação dos 

dendogramas nucleotídicos e aminoacídicos mostraram-se bastante similares.

O vírus Cacipacoré considerado desagrupado em estudos anteriores por 

relacionamento antigênico, em nosso trabalho, com base em árvores filogenéticas 

construídas por método de neighbor-joining e parsimônia, aparece como 

integrante do complexo do vírus da encefalite japonesa. Nossos dados estão de 

acordo com os obtidos por Batista et al. 2000 que estudaram os 124 nucleotídeos 

finais do gene NS5 e os 129 nucleotídeos seguintes da região 3’ não codificadora 

de Flavivirus brasileiros. Os autores mostraram o vírus Cacipacoré como 

integrante do complexo do vírus da encefalite japonesa nos dendogramas obtidos 

por parsimônia. Uma inclusão similar do vírus Cacipacoré no complexo do vírus 

da encefalite japonesa também foi relatada por Kuno et al. 1998 que estudaram 

um segmento de 1.0 Kb na região 3' do gene NS5.

O vírus Rocio, também, considerado desagrupado em estudos filogenéticos 

clássicos aparece como integrante do complexo do vírus da encefalite japonesa 
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em todos os nossos dendogramas. Esses resultados estão de acordo com os 

obtidos por Batista et al. 2000 e Kuno et al. 1998 que também, observaram o vírus 

Rocio no complexo do vírus da encefalite japonesa em seus dendogramas obtidos 

por neighbor-joining.

Da mesma forma, os vírus Bussuquara e Iguape aparecem no complexo 

do vírus da encefalite japonesa em nossos dendogramas. Entretanto, em 

dendograma obtido por neighbor-joining e baseado nas sequências de 

aminoácidos, os vírus Bussuquara e Iguape situam-se em ramo separado ao 

complexo do vírus da encefalite japonesa. No estudo de Batista et al. 2000 o vírus 

Iguape também, aparece separado do complexo do vírus da encefalite japonesa. 

No estudo filogenético de Kuno et al. 1998, como na maioria de nossos 

dendogramas, os vírus Bussuquara e Iguape também se mostraram incluídos no 

complexo do vírus da encefalite japonesa.

Nosso estudo mostra o vírus Ilhéus agrupado com o vírus Rocio nos 

dendogramas feitos por neighbor-joining concordando com o relatado por Kuno et 

al. 1998.

Todos os nossos dendogramas mostram os vírus do dengue e da febre 

amarela, os mais importantes Flavivirus que ocorrem no Brasil, separados em dois 

ramos como observado por Kuno et al. 1998 e Batista et al. 2000.

De acordo com os dendogramas feitos pelo método neighbor-joining 

para nucleotídios (Figura 7 A) e aminoácidos (Figura 7 B), observamos que os 

Flavivirus brasileiros apresentam-se basicamente em dois ramos distintos que 

possuem inclusive diferenças quanto a características clínico-epidemiológicas: (i) 

o ramo das viroses neurotrópicas, que está associado a quadros de encefalite em 
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seres humanos, cujos vírus são transmitidos por mosquitos Culex e tem pássaros 

como reservatórios ( Rocio, Ilhéus, SLE e Cacipacoré); (ii) o grupo das viroses 

associadas a doença hemorrágica em seres humanos, cujos vetores são 

mosquitos Aedes e possuem incluídos em seus ciclos os primatas (febre amarela 

e dengue).

Nossos resultados mostram que estudos filogenéticos com Flavivirus 

brasileiros podem contribuir para um melhor entendimento dos ciclos e 

hospedeiros naturais desses vírus bem como para um melhor entendimento dos 

tropismos desses vírus e de suas doenças.

A NS5 trata-se de proteína básica, que não contem longos resíduos 

hidrofóbicos e que acredita-se, com base no reconhecimento de motifs 

conservados, seja enzima essencial para a replicação viral, por ter atividade de 

RNA polimerase RNA-dependente (RdRp). Também, o domínio N-terminal da 

NS5 de Flavivirus é homólogo a regiões conhecidas de metiltransferases. Assim, é 

provável que este domínio esteja envolvido na metilação da estrutura cap 5’. A 

NS5 pode ou não se encontrar fosforilada, atividade feita por quinases Ser/Thr 

celulares ainda desconhecidas. A NS5 existe em estágios diferentes de 

fosforilação no núcleo e citoplasma e a fosforilação ocorre em múltiplos resíduos 

de serina. Esse diferencial de fosforilação faz com que existam múltiplas formas 

de NS5, sendo a forma hiperfosforilada localizada predominantemente no núcleo 

da célula. Por outro lado, somente a forma citoplasmática de NS5 

coimunoprecipita com NS3, sugerindo que diferentes níveis de fosforilação 

regulariam uma interação de NS5 com NS3. Desta forma, supõe-se que a 
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fosforilação de NS5 podería regular a replicaçao viral e a patogênese de doenças 

causadas por Flavivirus (Kaapor et. al. 1995; Reed et. al. 1998) .

Alinhamentos de sequências aminoacídicas de NS5 pertencentes a 

diferentes Flaviviridae revelaram seis motifs conservados, dos quais, quatro (A, B, 

C e D) são característicos de polimerase (Vicky et. al. 1999). Em nosso estudo, ao 

fazermos uma análise funcional de NS5 dos vírus DEN2, ILH, IGU, SLE e YF-17D, 

observamos que a região de NS5, referente aos aminoácidos de números 250 a 

900, apresentava alta homologia com RdRps de diversos Flaviviridae. Nessa 

análise foi possível identificar o motif A (DTKAWD) na NS5 dos vírus estudados. 

Estudos revelam que para este motif, a substituição do primeiro resíduo de 

aspartato abole a síntese elongativa ou reduz significantemente a síntese de novo. 

O motif B (SGQPDTSAGN), também foi identificado em nossas sequências de 

NS5. Ele está relacionado à seleção de ribonucleotídeos para a síntese de novas 

cadeias. Observamos, também, em nossas sequências aminoacídicas de NS5, o 

motif C (GDD), que é essencial para a RdRp e provavelmente por isso é altamente 

conservado. Substituições de resíduos aspartato no motif C em posições D448 

e/ou D449 inativam a atividade RdRp de NS5. Outro motif característico de 

polimerase observado na NS5 de nossos vírus foi o D no qual substituições de 

resíduos lisina (K) reduzem drasticamente a síntese pr/mer-dependente de RNA, 

confirmando seu papel na RdRp (Vicky et. al. 1999).

Recentemente, demonstrou-se que a RdRp do Flaviviridae da hepatite C 

(HCV) possui atividade terminal transferase (TNTases), possuindo habilidade de 

adicionar nucleotídeos não-moldes na extremidade 3’ do RNA viral, que não 

possui cauda poli-A e podería ser facilmente degradada por exonucleases 
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celulares. Esta função estaria implicada na manutenção da integridade do terminal 

3’ do genoma viral. Uma mudança do motif C que possui GDD altamente 

conservado por GAA, abole tanto a síntese de RNA quanto a atividade TNTase 

(Ranjith-Kumar et. al. 2001). Portanto, NS5 seria molécula com tripla função 

enzimática: RdRp, metiltransferase e TNTase. Em nosso estudo, observamos 

evidências indiretas, com base na presença dos motifs, de que a NS5 de DEN2, 

IGU, ILH, SLE e YF possua estas funções.

Vemos este estudo sobre a NS5 de Flavivirus brasileiros como uma etapa 

preliminar de uma linha de pesquisa que poderá suscitar futuramente estudos 

mais aprofundados sobre a estrutura tridimensional desta proteína e suas funções.



Conclusão
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6. Conclusões

1. A metologia de RT-PCR com primers FG1/FU1RC amplificadora de parte do 

gene NS5 é específica para identificação do gênero mostrando-se capaz de 

detectar o genoma dos 15 Flavivirus brasileiros estudados.

2. A técnica de nested-PCR. com primers NES A/NES B, internos aos amplicons 

obtidos pela RT-PCR de NS5 mostrou-se sensível e adequada à confirmação da 

origem viral dos produtos amplificados. Portanto, a técnica possui utilidade prática 

como método diagnóstico rápido de infecções por Flavivirus.

3. Os 15 Flavivirus brasileiros estudados, com base em árvores filogenéticas 

obtidas a partir do alinhamento de 600 nucleotídeos do gene NS5, agrupam-se 

basicamente em três ramos: o do complexo encefalite japonesa incluindo os vírus 

Cacipacoré, Rocio, Ilhéus, SLE, Bussuquara e Iguape; o ramo dos vírus do 

dengue subdividido em galhos dos sorotipos 1, 2 e 4 e um ramo que inclui apenas 

os vírus da febre amarela.

4. Em árvores filogenéticas por neighbor-joining e com seqüências nucleotídicas 

do gene da NS5 agrupam-se os Flavivirus brasileiros segundo seus ciclos e 

hospedeiros naturais bem como segundo o tropismo e tipo de doenças que 

produzem. Os ramos dos vírus do dengue e da febre amarela agrupam vírus 

transmitidos por mosquitos Aedes, que tem primatas envolvidos no ciclo 

mantenedor e são causadores de febres hemorrágicas. O ramo dos vírus SLE, 

Rocio, Ilhéus e Cacipacoré agrupa vírus transmitidos por mosquitos Culex, que 

possuem aves como reservatórios e causam encefalite humana.
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5. A proteína NS5 dos Flavivirus brasileiros é a polimerase viral por conter em 

sequências aminoacídicas os motifs A, B, C e D que caracterizam esta sua função 

enzimática.
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