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Depots de algum tempo vocé percebe a diferenca, a sutil diferenca de que amar ndo significa apoiar-se e que
companhia nem sempre significa sequranca.
Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distincias,
e 0 que tmporta ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida.
Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida sdo tomadas de vocé muito depressa, por
isso, sempre devemos deixar as pessoas que amamos com palavras amorosas,
pots pode ser a iiltima vez que as vejamos.
Aprende que herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessdrio fazer, enfrentando todas as conseqiiéncias e
aprende que paciéncia é uma virtude que requer muita prdtica.
Aprende que as circunstincias e os ambientes tém influéncia sobre nés,

mas nos somos responsdvers por nos mesmos.

Descobre que algumas vezes a pessoa que vocé espera que o chute quando vocé cai
é uma das poucas que o ajudam a levantar-se
e que a maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e o que vocé aprendeu com elas do

que com quantos antversdrios vocé celebrou.

Ndo importa onde jd chegou, mas para onde se estd indo,

e descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser.
Aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanha é incerto demais para os
planos, e o futuro tem o costume de cair em meio ao vdo.

A vitéria ndo vem de supetdo, é conquistada em etapas.

E assim, vocé aprende que realmente pode suportar... que realmente é forte,

e que pode ir muito mais longe depots de pensar que ndo se pode mais.

Shakespeare
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“Determinacao coragem e auto-confianca séo fatores decisivos para o sucesso.
Se estamos possuidos por uma inabalavel determinac&o, conseguiremos superar 0s
obstaculos. Porém, independentemente das circunstancias, devemos ser sempre

humildes, recatados e despidos de orgulho”.

Dalai Lama
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RESUMO

Este estudo apresenta os resultados da identificacdo de epitopos consecutivos
responsaveis pelo desencadeamento da resposta imune humoral em todas as proteinas
estruturais (C, prM / M e E) e n&do-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5)
dos virus dengue (DENV) tipos 1, 2 e 3 circulantes no Brasil.

A metodologia de sintese paralela de peptideos (do inglés Spot synthesis) foi utilizada
para a construcéo de uma biblioteca composta por 2007 peptideos e, a triagem utilizando
pool de soros de pacientes com dengue, previamente confirmados através de técnicas
laboratoriais, permitiu a identificacéo de 96 epitopos para os DENV-1, 103 epitopos para os
DENV-2 e 106 epitopos para os DENV-3. Tais resultados foram comparados com métodos
computacionais que permitem a predicéo de regides imunogénicas (DNASTAR e IEDB) e
demonstrou que, apesar de serem considerados bons indicadores de antigenicidade de uma
proteina, os métodos computacionais requerem mais do que um parametro de predi¢cao para
a confiabilidade dos resultados. Por sua vez, a sintese paralela provou ser altamente
sensivel e eficiente no mapeamento de epitopos consecutivos, permitindo a sintese em
nano-escala de um grande numero de peptideos, de forma simultdnea e reprodutivel.

A fim de avaliar a capacidade em discriminar as infec¢cdes causadas pelos sorotipos
de dengue daqueles negativos para esta patologia, foi realizado um teste de reacéo cruzada
dos peptideos identificados com pool de soros de pacientes com DENV-1, DENV-2 ou
DENV-3, seguido pela avaliacao utilizando pool de soros negativos para dengue, pool de
soros de voluntarios previamente vacinados para a febre amarela e pool de soros de
pacientes com rubéola, sarampo, leptospirose, malaria, variola e indicaram a existéncia de
um total de 195 epitopos comuns ao grupo dengue e 3 epitopos especificos para os DENV-
1, 9 para os DENV-2 e 11 para os DENV-3. A modelagem molecular das proteinas dos
DENV permitiu a confirmacé&o da localizac&o dos epitopos na superficie da molécula.

Esses resultados constituem a primeira descricdo completa de epitopos continuos dos
DENV e poderao contribuir para a compreensao da interacéo anticorpo-epitopo em nivel
molecular e, consequentemente, a patogenicidade do dengue, bem como servir de base
para a construc&o racional de vacinas preventivas e para o desenvolvimento de testes de
diagnaostico sorologico virus-especificos.
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ABSTRACT

This study presents the results of the identification of continuous epitopes responsible
for unchain the humoral immune response in all structural proteins (C, prM/M and E) and
non-structural proteins (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b and NS5) of dengue viruses
(DENV) types 1, 2 and 3 circulating in Brazil.

The Spot synthesis method was used to construct a library consisting of 2007
peptides, and by screening with pool of sera from patients with dengue, that were previously
confirmed by laboratory techniques, allowed the identification of 96 epitopes to DENV-1, 103
epitopes to DENV-2 and 106 epitopes to DENV-3. These results were compared to
computational methods that allow the prediction of immunogenic regions (DNASTAR and
IEDB programs) and have demonstrated that, although they are considered good indicators
of antigenicity of a protein, computational methods require more than one parameter for
predicting the reliability of results. However, the parallel synthesis proved to be highly
sensitive and efficient to map continuous epitopes, allowing the synthesis of nano-scale to
large numbers of peptides simultaneously and with reproducibility.

In order to evaluate the ability to discriminate the infections caused by dengue
serotypes from negative cases, we performed a cross-reaction test using peptides identified
in this study with a pool of sera from patients infected by DENV-1, DENV-2 or DENV-3,
followed by evaluation using pool of negative sera for dengue, pool of volunteers sera
previously vaccinated for yellow fever and pool of sera from patients with rubella, measles,
leptospirosis, malaria, smallpox and have indicated a total of 203 epitopes specific to dengue
group and 3 epitopes specific to DENV-1, 9 to DENV-2 and 11 to DENV-3. Molecular
modeling of dengue proteins confirmed that epitopes were located on the molecular surface.

These results constitute the first complete description of continuous epitopes of
DENV and may contribute to the understanding of the interaction of antibody-epitope at the
molecular level and consequently the pathogenicity of dengue, as well as providing the basis
for the rational construction of preventive vaccines and the development of virus-specific
serological diagnosis tests.
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Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

1. INTRODUCAO
1.1. HISTORICO

O século XX foi marcado por transformacdées econdmicas e sociais
caracterizadas pelo rapido processo de urbanizacao (principalmente apds a segunda
guerra mundial) pelas mudancgas de habitos das populagdes, alteracoes ambientais
nas cidades e no campo, migragdes e pelo aumento do intercambio internacional
(Waldman, 2000). Tais transformacdes alteraram o comportamento das doencas
infecciosas em todo o mundo, propiciando condicbes adequadas para a emergéncia
de novas doencas infecciosas, como o0 dengue, que ainda hoje é considerada a
arbovirose humana de maior importancia médica no mundo, em termos de
morbidade e mortalidade (WHO, 2009).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, a incidéncia do dengue tem
aumentado de forma alarmante nas ultimas décadas, onde mais de 2,5 bilhdes de
pessoas (dois quintos da populacdo mundial) estdo expostas ao risco de infeccao.
Estima-se que 50-100 milhdes de casos de dengue classico, 500 mil casos de
dengue hemorragico (DH) e 25 mil mortes sdo notificados anualmente em todo o
mundo, como resultado da dispersao do mosquito vetor (Stephenson, 2008; WHO,
2009).

O agente etiolégico desta doenca é o virus dengue (DENV), que é
caracterizado por quatro sorotipos antigenicamente e filogeneticamente distintos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), dentro dos quais existem consideraveis
variagbes genéticas intra-sorotipos, sendo filogeneticamente definidos como
genotipos (Chambers et al., 1990; Lindenbach & Rice, 2000).

A origem geografica dos DENV tem sido objeto de inUmeras especulagoes.
Apesar de permanecer incerta, estudos tém sugerido a origem Africana em virtude,
principalmente, da procedéncia do mosquito vetor Aedes aegypti nesta regiao
(Gubler, 1997; Gaunt et al., 2001; Holmes et al., 2003). Outros estudos, entretanto,
tém sugerido origem Asiatica, particularmente devido a posicao filogenética de cepas
silvestres provenientes deste local e a alta prevaléncia de dengue nesta regido
(Gubler, 1997; Wang et al., 2000; Wilder-Smith et al., 2008; Weaver et al., 2009). O
que se sabe até o momento, é que independente de sua origem geografica, a
transmissdo dos DENV ocorreu inicialmente através de um ciclo silvestre,

envolvendo primatas ndo humanos e mosquitos do género Aedes. A adaptacéo viral
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a novas espécies, como no caso dos mosquitos Ae. arboreal ao Ae. albopictus e,
posteriormente ao Ae. Aegypti contribuiram para o surgimento do ciclo urbano, no
qual os humanos sao os unicos hospedeiros a desenvolver as formas clinicas da
infeccdo (Whitehead, 2007; Weaver et al., 2009).

Nao existe um consenso do inicio da transmissdao dos DENV ao homem.
Diversos estudos sugerem que o crescimento da urbanizagcdo, associado ao
aumento do trafego de pessoas do campo para as cidades, provavelmente
resultaram na evolucdo do mosquito vetor, que os tornou intimamente associados
aos humanos, garantindo o estabelecimento do ciclo urbano dos DENV (Gubler,
1997; 1998; Whitehead, 2007; Weaver et al., 2009).

Embora os primeiros relatos de epidemias de uma enfermidade clinicamente
compativel com dengue tenham sido descritos na Asia, Africa e América do Norte
em 1779 e 1780 (Siler et al., 1926), em uma enciclopédia chinesa, ha registros que
apontam que esta doenca tenha ocorrido na China no século Ill, durante a Dinastia
Chin (265 a 420 D.C.). Esta enfermidade foi chamada pelos chineses de “veneno da
agua”, pois acreditavam que houvesse alguma associacao entre insetos voadores e
agua. Descricoes similares foram registradas nos séculos VII e X, durante as
Dinastias Tang (610 D.C.) e Norte Sung (992 D.C.), respectivamente (Gubler, 1998).

O primeiro uso do termo “dengue” ocorreu em 1801 na Espanha, embora
muitos nomes tenham sido atribuidos a esta doenca até seu total estabelecimento
(Rezende, 2004). A explicagcao aparentemente légica de chamar-se “dengue” a
doenca segue duas vertentes, ambas com origem africana. Em quimbundo, ndenge
significa menino, que subentende birra, choro ou manha. Outra versdo da a palavra
dengue oriunda do Swahili, lingua bantu da costa leste africana, na qual a expressao
ka dinga pepo significa caimbras de inicio subito (Rezende, 2004).

Sua introducdo na literatura médica inglesa se deu entre 1827 e 1828,
durante uma epidemia de exantema com artralgia ocorrida no Caribe e somente, em
1869, ele foi estabelecido pelo London Royal College of Physicians (Halstead, 1980).
Este termo sobrepds-se aos demais, passou para o inglés e francés e foi
definitivamente consagrado quando incorporado a Nomenclatura Internacional das
Doencas, do Conselho das Organizagdes Internacionais de Ciéncias Médicas da
Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1983).

Graham (1903) foi o primeiro a documentar o envolvimento de mosquitos na
transmissdo do dengue. Este trabalho foi seguido por Bancroft (1906) que
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identificou 0 mosquito Ae. aegypti como transmissor da doenca, sendo confirmado
por estudos subsequentes (Siler et al., 1926; Rosen et al., 1954).

Apés descartarem a participacdo de quaisquer bactérias e/ou protozoarios e
conseguirem a reproducdo da doenca em voluntarios sadios, Ashburn & Craig
(1907) demonstraram a natureza viral do agente etiolégico, concluindo que a doenca
era causada por um “organismo” de tamanho ultramicroscopico e filtravel.

Os primeiros DENV foram isolados durante a segunda guerra mundial em
marco de 1944, a partir de soros de soldados que contrairam a infeccao em Calcuta
(india), Nova Guiné e Havai (Sabin, 1952). Os virus provenientes da india, do Havai
e de uma das cepas da Nova Guiné, por se mostrarem antigenicamente
semelhantes, foram denominados de DENV-1 e a cepa Havai considerada prototipo.
Outras cepas de Nova Guiné apresentaram caracteristicas antigénicas distintas,
permitindo a identificacdo de um novo tipo sorolégico e foram classificadas como
DENV-2, tendo a cepa Nova Guiné como prototipo.

Em 1956, durante a primeira epidemia conhecida de dengue hemorragico (DH)
ocorrida em Manila (Filipinas), dois novos virus sorologicamente relacionados foram
isolados a partir de sangue e macerado de mosquito. Estes virus foram classificados
como DENV-3 e DENV-4 (Hammon et al., 1960) e as cepas H87 (DENV-3) e H241
(DENV-4) designadas protétipos.

Desde o final da Segunda Guerra Mundial, a incidéncia de casos de dengue e
a emergéncia de suas formas mais graves intensificaram-se dramaticamente,
constituindo um dos maiores problemas de Saude Pdublica, particularmente nas
regides tropicais e subtropicais (Young et al., 2000). O crescimento populacional, a
urbanizacao descontrolada, a falta de programas efetivos para o controle do vetor e
0 aumento das viagens contribuiram para a expansdao geografica do mosquito
transmissor e, conseqlentemente do virus, permitindo o estabelecimento de uma
pandemia que persiste até os dias atuais (Gubler, 1998; 2002; Gibbons & Vaughn,
2002).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES PELOS DENV

Ao longo dos séculos, tem-se registrado a ocorréncia do dengue em varias
partes do mundo, com pandemias e epidemias isoladas, atingindo areas que
seguem a distribuicdo geografica do mosquito vetor: Asia, llhas do Pacifico, Africa e
as Américas (Figura 1 - WHO, 2009).

~ @Hawaii

1h
. e
Easterisland ® /) L

=

Figura 1: Distribuicdo geogréafica das areas infestadas com Aedes aegypti (em amarelo) —
2008 (adaptado de WHO, 2009).

Historicamente a Asia tem sido a 4rea mais afetada por epidemias de dengue,
com os 4 sorotipos (DENV 1 = 4) circulando nos grandes centros urbanos da
maioria dos paises (Gubler, 1998). Nas ilhas do pacifico, epidemias de dengue e
casos esporadicos de dengue hemorragico/sindrome do choque por dengue
(DH/SCD) tém sido reportadas desde a década de 70, resultante de mudltiplas
introducdes diretas dos DENV de varias localizagdes na Asia, seguida de
transmissao local (Gubler, 1997; Nuegoonpipat et al. 2004; Wilder-Smith et al.,
2008). Na Africa, embora casos esporadicos de DH/SCD tenham sido reportados
(possivelmente devido a presenca de um gene de resisténcia existente na
populacdo) um aumento das epidemias de dengue classico foi observado nas
ultimas décadas em diversas regides do pais (Gubler & Trent, 1994; Gubler, 1998;
Sang, 2007; WHO, 2009). Em virtude das epidemias ndo estarem associadas a
mortalidade, o dengue nao tem sido uma prioridade neste pais e muitos casos nao
tem sido reportados, apesar de existir a co-circulacdo de 3 sorotipos virais (DENV-1,
DENV-2 e DENV-3) (WHO, 2009).
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No Continente Americano, embora tenham sido descritas epidemias
compativeis com infec¢do pelos DENV desde 1780, os sorotipos envolvidos em tais
epidemias s6 foram conhecidos a partir de 1953, quando foi isolada a primeira
amostra de DENV-2 em Trinidade (Anderson et al., 1956). Dez anos depois, foram
isoladas as primeiras amostras de DENV-3 em Porto Rico, sendo estes dois
sorotipos responsaveis pelas epidemias ocorridas no continente nas décadas de 60
e 70 (PAHO, 1989; Gubler,1992).

Durante a década de 70, houve uma tentativa, fracassada, de erradicagao do
mosquito Ae. aegypti das Américas, o que resultou em uma reinfestacdo deste vetor
pelo Continente e a re-introducdo dos DENV-1 (1977), DENV-2 e DENV-4 (1981) e
DENV-3 (1994) (Gubler, 1993).

Desde a re-introducdo do DENV-2 em Cuba (1981), uma situagcédo endémica
tém sido observada, refletida pelo aumento da densidade vetorial, a co-circulacao de
multiplos sorotipos, o aumento na freqiéncia da atividade do dengue e,
consequentemente no registro de epidemias de DH em muitos paises (Gubler, 1997,
Teixeira et al., 1999).

Em 2009, até a 372 semana epidemioldgica, foi reportado nas Américas um
total de 917.311 casos de dengue, incluindo 25.268 casos de DH/SCD e 371 6bitos.
A co-circulacado de dois sorotipos foi observada em 8 paises e a multipla circulagao
de 3 sorotipos em 6 paises. Na Venezuela, Porto Rico, Peru e em El Salvador foi
observada a co-circulagao dos 4 sorotipos virais (PAHO, 2009).

1.2.1. DENGUE NO BRASIL

No Brasil, os primeiros relatos de dengue datam de 1846 e descrevem surtos
ocorridos simultaneamente nos estados do Rio de Janeiro, Bahia, Pernambuco e em
localidades do norte do pais (Mariano, 1917). Posteriormente, novos casos foram
notificados no Parand em 1890 (Reis, 1896), no Rio Grande do Sul em 1917
(Mariano, 1917) e no Rio de Janeiro em 1923 (Pedro, 1923).

O sucesso da Campanha Brasileira de erradicacdo do mosquito Ae.aegypti
iniciada em 1904, resultou na auséncia de surtos de dengue no pais por
aproximadamente 30 anos, quando o declinio no controle do mosquito vetor,
associado a introducdo de novos sorotipos virais na América Central, resultou na
reintroducdo dos DENV no Brasil (Franco, 1961; Figueiredo, 1996; 2000;
Schatzmayr, 2000).
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Em 1981, em Boa Vista, Roraima, extremo norte do pais, foi registrada a
primeira epidemia de dengue laboratorialmente confirmada, acometendo cerca de
11.000 pessoas, onde foram isolados os DENV-1 e DENV-4 (Osanai et al.,1983;
Nogueira et al., 1988, 2000). Entretanto, foi a partir de 1986, que o dengue se
tornou um problema de saude publica, com a re-introducdo do DENV-1 (1986),
seguida do primeiro pico epidémico ocorrido em 1986/1987, onde se estima que
aproximadamente 90 mil individuos foram infectados por este sorotipo (Figura 2 -
PAHO, 1986, 1987; Schatzmayr et al., 1986; Nogueira et al., 1988; Figueiredo et al.,
1991).

Em 1990, ocorreu a introducdo do DENV-2 (Nogueira et al., 1990) e
juntamente com a co-circulagcdo do DENV-1, resultou no agravamento do quadro
clinico e a notificacao dos primeiros casos de DH/SCD do pais (Zagne et al., 1994;
Nogueira et al., 1999a).

A partir do ano de 1994, as epidemias de dengue deixam de apresentar picos
bienais e passaram a apresentar aspecto anual, principalmente devido a dispersao
do mosquito vetor pelo pais (Figura 2 - Nogueira et al., 1995; PAHO, 2009; Teixeira
et al., 2009).

Em 1998, ocorreu um aumento nas taxas de incidéncia de véarias unidades
federativas em virtude do alto indice de infestacdo do vetor, sendo o responsavel por
aproximadamente 85% dos numeros de casos de dengue notificados nas Américas
(Vasconcelos et al., 1999; Nogueira et al., 2000). Ainda neste ano, o DENV-3 foi
detectado na cidade de Limeira, estado de Sao Paulo, porém constituiu-se de um
caso isolado (Rocco et al., 2001).

Entretanto, em dezembro de 2000, esse mesmo sorotipo foi detectado no
municipio de Nova Iguacu, estado do Rio de Janeiro, e, nos dois anos seguintes,
este sorotipo foi o responsavel pela maior e mais grave epidemia de dengue ja
ocorrida no pais, com cerca de 780.000 casos notificados (Figura 2 - Nogueira et al.,
2001; PAHO, 2002).

Apébs uma queda da incidéncia de notificacées por aproximadamente 3 anos,
a tendéncia de crescimento do numero de casos retorna a partir do ano de 2005,
onde em 2006, mais de 30.000 casos foram notificados (PAHO, 2006). Nos anos
seguintes, este numero é ainda mais alarmante, onde em 2008, mais de 730.000
casos de dengue foram notificados no pais (PAHO, 2008).
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O aumento das formas graves da doenga, observado principalmente a partir
do ano de 2007, reflete o numero de casos notificados (Figura 2). Outro importante
acontecimento relacionado ao aumento do nimero de casos de dengue classico
(DC) e DH no Brasil é que até 2006, a notificacao dos casos predominava na faixa
etaria de 20 a 40 anos de idade, porém nos anos seguintes, verificou-se que mais
que 50% dos casos ocorreram em menores de quinze anos de idade (Barreto &
Teixeira, 2008).

De 1986 a 372 semana epidemiolégica de 2009, o dengue apresentou
aproximadamente 5,8 milhdes de casos notificados, 0 que correspondeu a cerca de
70% dos casos notificados nas Américas (PAHO, 2009). Trés sorotipos co-circulam
no pais (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) e a entrada de um novo sorotipo nao esta
descartada, uma vez que a circulagdo dos quatro sorotipos nos paises vizinhos tem
sido freqlientemente observada (Schatzmayr et al.,1986; Nogueira et al., 1990;
2001; 2002a; De Simone et al., 2004; PAHO, 2004; PAHO 2008).
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Figura 2: Niomero de casos de dengue e DH reportados no Brasil, 1986 — 2009*
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1.3. AGENTE ETIOLOGICO

Os DENV pertencem a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, que reune
55 espécies divididas em 11 grupos sorologicamente relacionados (8 transmitidos
por mosquitos, 2 por carrapatos € 1 sem vetor conhecido) e 2 grupos que nao se
classificam dentro destes sorogrupos (ICTVdB, 2006).

Morfologicamente, sdo descritos como esféricos e envelopados, com didmetro
de aproximadamente 500 angstroms e genoma constituido por uma molécula de
RNA de fita simples (ssRNA) de polaridade positiva (Kuhn et al., 2002). O RNA viral
€ envolto por mudltiplas copias da proteina de capsideo (C) formando um
nucleocapsideo eletrodenso de simetria icosaédrica, que por sua vez € englobado
por um envelope, constituido por uma bicamada lipidica derivada do reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira. A porcdo externa da superficie viral
apresenta pequenas projecoes na superficie, representadas pelas proteinas
estruturais de membrana (M) e de envelope (E), que formam estruturas ancoradas
na membrana viral (Heinz & Allison, 2001; Kuhn et al.,2002; Zhang et al., 2003).

O comportamento das proteinas E, pré-membrana/membrana (prM/M) e M
durante o processo de maturacao viral confere diferencas conformacionais na
estrutura das formas imaturas e maduras dos DENV. Nas formas imaturas, as
proteinas prM e E apresentam 90 heterodimeros que se estendem formando
espiculas na superficie da particula - Figuras 3A e 3C. Entretanto, em particulas
maduras, as proteinas E e M apresentam 90 homodimeros cada uma, que
contornam a bicamada lipidica proporcionando aspecto homogéneo a superficie
(Figuras 3B e 3D - Zhang et al.,2003; Modis et al.,2004).

A maturacao ocorre imediatamente antes ou logo apds a extrusao viral da
célula hospedeira e sugere-se que este processo é dirigido predominantemente por
alteragbes conformacionais da proteina E em virtude do pH (Perera e Kuhn, 2008).
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Figura 3: Reconstrucdo por crio-eletromicroscopia (cryoEM) de uma particula de DENV
imatura (A) e madura (B) em pH 7,0 (Perera & Kuhn, 2008) e diagrama esquemdtico da
composi¢cao de uma particula imatura (C) e madura (D) de DENV (adaptado de Heinz &
Allison, 2001).

O genoma viral possui cerca de 11 Kilobases e peso molecular de
aproximadamente 4 x 10° daltons. A extremidade 5 apresenta um capeamento do
tipo | (™M*GpppN2owve..), que protege 0 RNA mensageiro da degradacéo por 5° exo-
ribonucleases (Schuman, 2001; Egloff et al., 2007), enquanto que a extremidade 3’,
nao apresenta cauda de poliadenilato (cauda poli-A) (Figura 4A - Rice et al., 1986).

Duas regides nao-codificantes (NC) sdo encontradas nas extremidades 5 e
3’, respectivamente. A NC-5" é relativamente mais curta (95-132 bases) que a NC-
3" (400-700 bases) e, apesar de nao apresentarem fungao definida, especula-se que
estejam envolvidas no processo de traducdo do genoma viral (Chambers et al.,
1990; Proutski et al., 1997; Markoff, 2003).
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Entre essas regides, observa-se apenas uma unica fase aberta de leitura, do
inglés Open Reading Frame, que codifica uma poliproteina Unica de
aproximadamente 3.388 aa, que ao ser clivada por proteases celulares e virais,
origina 10 diferentes proteinas (3 estruturais e 7 nao estruturais) (Figura 4b -
Chambers et al., 1990).

Citoplasma
NS5
Canc C l
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C prii E HS1 H52H52b H53 H54a H54b H35
'E o )
pr M

NG regido ndo codificante

CAP: Capeamento do tipo | (™ GppSg p.G)

C: gene que codifica & proteina do capsiden

prM: gene que codifica a proteina precursora de membrana

E: gene que codifica a proteina de envelope

NS1,24,2B,3, 44, 4B e 5: genes que codificam a5 proteinas ndo estruturais 1, 24, 28, 3, 4A, 4B & 5, respectivaments

Sequéncii & Sequéncia Dominio Associado HS2B/HS3 '|' Sinalase
sinal de parada transmembrana amembrana {citoplasma) (RE}
Furina | Desconhecida

(limen RE} (lamen RE)

Figura 4: Diagrama esquematico do genoma dos DENV (A) e topologia de membrana da
poliproteina (B) durante o processo de tradugéo viral no limen do reticulo endoplasmético
(RE) e citoplasma, resultando na produgao das proteinas C, prM/M, E, NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b e NS5 (adaptado de Perera & Kuhn, 2008).
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1.3.1. PROTEINAS ESTRUTURAIS

As proteinas estruturais sdo compostas pelas proteinas C, M e E e sdo assim
chamadas por formar o componente estrutural da particula viral.

O gene que origina a proteina C esta localizado na por¢ao 5° do genoma viral
e é o primeiro a ser traduzido. A clivagem da poliproteina nascente da origem a
proteina de capsideo parcialmente processada (proteina C ancorada), que contém
114 residuos de aa, que ao sofrer posterior clivagem por proteases virais origina a
proteina C madura, contendo 100 residuos de aa e peso molecular em torno de 11
kDa (Lindenbach e Rice, 2001).

A proteina madura contém um dominio hidrofébico interno conservado entre
os Flavivirus, que pode estar associada com a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) e uma porgao hidrofilica, carregada positivamente, que é capaz
de interagir com o ssRNA viral. Acredita-se que esta interacdo facilita a montagem
do nucleocapsideo viral, que ocorre no lumem do RE (Ma et al., 2004; Zhu et al.,
2007).

A proteina M é sintetizada como um precursor glicosilado denominado de
prM, que apresenta cerca de 22 kDa. Uma clivagem proteolitica especifica
imediatamente antes ou logo apds a extrusao viral da célula hospedeira, da origem
ao fragmento “pr” e a proteina M. Estudos em particulas imaturas mostraram que o
fragmento “pr’ previne que a proteina E sofra mudangas conformacionais
prematuras que ocasionariam a fusdo do virus com o RE e complexo de golgi da
célula hospedeira, durante o processo de replicacao viral (Lindenbach e Rice, 2001).
A proteina M apresenta cerca de 8 kDa e, apesar de sua funcdo ndo estar
totalmente esclarecida, parece ser essencial na organizacdo da estrutura viral
(Zhang et al., 2003).

A proteina E (51-60 kDa) é o maior componente estrutural do virus (Chambers
et al., 1990). E a responsavel pelas principais atividades biolégicas do ciclo viral, tais
como a montagem da particula viral, fusdo e interacdo com receptores especificos
existente na superficie da célula do hospedeiro, além de ser o principal alvo de
anticorpos neutralizantes e apresentar atividade hemaglutinante (Chambers et
al.,1990; Putnak et al., 1997).

Baseado na similaridade de seqtiéncia, perfis de hidrofobicidade semelhantes

e a conservacao dos residuos de cisteina que formam as pontes dissulfeto, foi
11
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sugerido que todos os Flavivirus apresentassem a mesma arquitetura basica
(Seligman e Bucher, 2003). Desta forma, a estrutura da proteina E de todos os
Flavivirus foi determinada por cristalografia de raio X utilizando o virus da encefalite
transmitida por carrapato como protétipo (do inglés Tick-bone encephalitis virus —
TBEV).

A proteina madura € composta por 90 homodimeros (180 mondémeros), onde
cada monémero é constituido por 3 dominios: I, Il e lll (Leitmeyer et al., 1999).
Acredita-se que o dominio |, localizado na regido central da molécula (posicao 50-
125 aa) esteja relacionado com eventos de endocitose viral (Lai et al., 2008). O
dominio Il (posicao 200-250 aa) contém os peptideos de fusdo dos Flavivirus (98-
110 aa) e desta forma, sugere-se que este dominio esteja envolvido na fusao de
membrana, além do processo de dimerizacdo dos monbémeros da proteina E
(Roehrig et al., 1998; Allison et al., 2001; Lai et al., 2008). O dominio Il (C-terminal)
por ser eficiente em neutralizar a infectividade de Flavivirus, e consequentemente
estar envolvido na ligacdo com o receptor, € denominado de dominio
imunoglobulina-like (Figura 5 - Leitmeyer et al., 1999; Kuhn et al., 2002, Crill et al.,
2004; Li et al., 2005e Modis et al., 2004; Zulueta et al., 2006).

1 52 132 193 280 296 394 495

Figura 5: Estrutura do dimero da proteina E dos Flavivirus (particula madura) de acordo com
o modelo em ribbon. (A) Vista frontal e (B) Vista lateral. Os dominios |, Il e Ill de cada
monémero da proteina E estdo representados em vermelho, amarelo e azul,
respectivamente; (C) Imagem de reconstrugdo por crioeletromicroscopia (cryoEM)
mostrando a disposi¢ao dos dimeros da proteina E na superficie viral (Adaptado de Kuhn et
al., 2002, Crill et al., 2004 e Modis et al., 2004).
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1.3.2. PROTEINAS NAO-ESTRUTURAIS
As proteinas nao estruturais (NS) sdo compostas por 7 diferentes proteinas

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) que contribuem para o processo de
replicacdo viral, que ocorre no chamado “complexo replicase” associado a
membrana, localizado na regido perinuclear da célula alvo. O complexo replicase
tem sido extensivamente caracterizado em varios Flavivirus e é formado pelas
proteinas NS1, NS2a, NS3, NS4a e NS5 e possivelmente por algumas proteinas
celulares ainda nao conhecidas e desempenham inumeras fungbes enzimaticas,
incluindo protease, helicase, metiltransferase e RNA-polimerase-RNA-dependente
(Westaway et al., 1997; Ta e Vrati, 2000; Brooks et al., 2002).

A proteina NS1 (40-50 kDa) é sintetizada no RE rugoso e esta envolvida na
morfogénese da particula viral (Lindenbach e Rice, 2001). Esta proteina esta
presente intracelularmente na regido perinuclear ou associada a superficie celular e
também pode ser secretada extracelularmente. Em solucdo, a NS1 forma uma
estrutura hexamérica e acumula-se no soro em grande quantidade (até 50 pg/ml),
sendo observados em soros de individuos infectados por dengue desde o primeiro
dia do surgimento dos sintomas, permanecendo detectavel até o nono dia (Shu et
al., 2000; Alcon et al., 2002, Libraty et al., 2002, Avirutnan et al., 2006). Por este
motivo, especula-se sua utilizacdo como ferramenta para a deteccdo precoce do
dengue (Valdés et al, 2000; Xu et al., 2006). Além disso, sua contribuicdo na
patogénese do dengue tem sido investigada, visto que em criancas que
desenvolveram as formas mais graves da doenca apresentaram niveis elevados de
NS1 no plasma. Este fato tem sido relacionado a ativacdo do sistema complemento
por esta proteina através de sua ligacdo direta com células endoteliais, podendo
assim, estabelecer o “foci” para a formacédo de imunocomplexos levando a ativacéo
do complemento, citdlise endotelial e extravasamento plasmético (Young et al.,
2000; Huang et al., 2001; Avirutnam et al., 2006).

A proteina NS2a tem cerca de 20 kDa e é a primeira das quatro proteinas
(NS2a, NS2b, NS4a e NS4b) encontradas nas regides NS2 e NS4 da poliproteina.
Pouco se conhece sobre a funcdo desta proteina, mas acredita-se que a mesma
esteja envolvida na coordenacao da mudancga entre a replicacdo e o empacotamento
do RNA (Khromykh et al., 2001).
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As proteinas NS2b, NS3 e NS5, tém sido implicadas como alvos inibitérios
potenciais para agentes antivirais, uma vez que apresentam importante papel na
replicacao viral (Tomlinson et al., 2009).

A NS2b (27 kDa) apresenta um dominio central hidrofilico conservado de
aproximadamente 40 aa, que é responsavel por ativar o dominio protease NS3 in
vivo e in vitro, formando a protease viral NS2b/NS3, que atua no processamento dos
sitios de clivagem das jungdes NS2a-NS2b, NS2b-NS3, NS3-NS4a e NS4b-NS5
(Murthy et al., 1999; Wang et al., 2002; Erbel et al., 2006).

A proteina NS3 tem cerca de 70 kDa, é a segunda maior proteina viral e
altamente conservada entre os Flavivirus. Baseado em similaridades com diversas
serino-proteases virais e celulares, verificou-se que 180 residuos de aa localizados
na por¢do amino-terminal compéem uma serino-protease tripsina-simile, cuja triade
catalitica (His51, Asp75 e Ser135) é altamente conservada entre os Flavivirus. Esta
porcao ao ser ativada pela proteina NS2b, forma o complexo NS2b/NS3 que cliva a
poliproteina viral durante o processamento viral (Rice, 1996). Além deste dominio,
localizado a 3% da porcdo carboxi-terminal, a proteina NS3 contém motivos
conservados compativeis com atividades de helicase, que estd implicada no
desenovelamento do RNA intermediario dupla fita. A NS3 também interage com a
proteina NS5 e esta interacao pode facilitar a localizacao do complexo replicase viral
para as membranas do RE onde a replicacdo do genoma ocorre (Murthy et al.,
1999).

As proteinas NS4a e NS4b sdo pequenas como as NS2a e 2b e pouco
conservadas entre os Flavivirus. Tais proteinas sdo pouco caracterizadas e suas
fungdes no ciclo de replicacao viral ainda nao estao esclarecidas. A proteina NS4a
(aproximadamente 16 kDa) se associa com a membrana via regides hidrofébicas,
constituindo o complexo de replicagdo viral e sugere-se que durante o
processamento, a porcao carboxi-terminal da NS4a atua como sequiéncia sinal para
a movimentacao da proteina NS4b (aproximadamente 28 kDa) no lumen do RE
(Miller et al., 2007).

A NS5 é considerada a maior proteina viral (104 kDa) e contém 3 dominios que
apresentam atividades enzimaticas que s&o cruciais para o ciclo replicativo viral. O
dominio amino-terminal, tem sido identificado como atividade de RNA
metiltransferase (MTase), baseada em similaridades com metiltransferases de

diversas espécies (posicao 1-296 aa). Esta porcao estd envolvida no capeamento
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do genoma de RNA viral (Miller et al., 2007). A porcao carboxi-terminal, localizada a
partir do residuo 455 até o final da seqiéncia, devido a existéncia de 8 motivos de
sequéncias altamente conservadas reconhecida por diversas RNA-polimerase-RNA-
dependente (RdRp) é considerada a RNA polimerase viral (Forwood et al., 1999).
Entre estas regides, especula-se que um dominio central (320-405 aa) interaja com
0 nucleo da célula hospedeira, porém sem fungdo determinada até o momento. De
forma interessante, um segmento de 20 residuos de aa altamente conservados entre
os Flavivirus tem sido identificado nesta regido, cuja associacdo com a proteina NS3
(posicao 303-618 aa) exerce papel na modulagdo das atividades enzimaticas virais
(Brooks et al., 2002).

1.4. REPLICACAO VIRAL

A fémea do mosquito vetor infectada ao picar o individuo sadio inocula os
DENV nos vasos sanguineos e, possivelmente, na derme e epiderme. Por este
motivo, as células de Langerhans, que sao localizadas no epitélio, foram
consideradas células-alvo para a infeccao viral, além dos mondécitos, macrofagos,
células NK, linfécitos B e T, hepatdcitos e células endoteliais (Figura 6 - Kurane et
al., 1990; Gordon, 1998; Diamond et al., 2000; Lin et al., 2000; Wu et al., 2000;
Moreno-Altamirano et al., 2002; Wei et al., 2003; Navarro-Sanchez et al., 2005;
Suksanpaisan et al., 2007).

Célula de Langerhans

Estrato corneo
Estrato granuloso

Estrato espinhoso

Estrato basal

Célula de Merkel

Melanécito
Vaso sanglineo

Figura 6: Figura esquematica de inoculagéo do virus dengue pelo mosquito vetor no sistema
tegumentar do hospedeiro (adaptado de Navarro-Sanchez et al., 2005)
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A entrada dos virus ocorre por fagocitose ou endocitose, através da ligacao
de alta afinidade e especificidade da proteina E com receptores existentes na
membrana plasmatica (Navarro-Sanchez et al., 2005; Van der Schaar et al., 2009).

Devido a grande quantidade de hospedeiros, os Flavivirus se ligam a
receptores ubiquos na superficie das moléculas ou utilizam multiplos receptores para
mediar sua internalizacdo nas células hospedeiras, como o sulfato de heparana,
expressos em muitos tipos celulares, ICAM-3, expressos em células dendriticas
imaturas, integrinas avp3 presentes em células de mamiferos e, mais recentemente,
receptor de manose, descritos em macroéfagos (Liu et al.,, 2004; Miller et al., 2008;
van der Schaar et al., 2009).

Ao penetrar nas células, os virus se encontram em vesiculas pré-lisossomais,
que por apresentarem baixo pH, proporcionam uma mudang¢a conformacional
irreversivel na proteina de envelope do virus, de dimero para trimero, favorecendo a
fusdo do envelope do virus a membrana endossomal da célula do hospedeiro
resultando na liberacdo do RNA genbémico no citoplasma da célula. O RNA, de
polaridade positiva, € infeccioso e se comporta como RNA mensageiro, dando inicio
a traducao da poliproteina que ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso, préximo a
membrana nuclear (Henchal et al., 1987).

A montagem do virion se dé inicialmente como particulas imaturas contendo a
proteina prM associada n&o covalentemente a proteina E em um complexo
heterodimérico (Navarro-Sanchéz et al., 2005). A protedlise do prM leva a formacao
de homodimeros da proteina E e M na particula viral, e os virus assim formados
acumulam-se em vesiculas exociticas, que se abrem posteriormente na membrana
plasmatica da célula, liberando as particulas virais (Figura 7 - Chambers et al.,
1990).
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Figura 7: Diagrama esquematico da replicacdo dos DENV (A) e microscopia eletrénica
explicitando o mecanismo de replicagdo dos virus dengue nas células do hospedeiro (B): 1.
Endocitose; 2. Endossoma; 3. RNA viral no citoplasma; 4. Traducgao e sintese de proteinas
virais especificas no reticulo endoplasmatico; 5. Montagem do virus; 6. Maturacéao viral; 7.
Exocitose (Adaptado de Barth, 2000 e Mukhopadhyay et al., 2005)

1.5. MANIFESTACOES CLINICAS
O periodo de incubacdo da doenga, que varia de 3 a 14 dias, é caracterizado

pela replicagéo viral em células alvo do hospedeiro, com consequiente disseminacao
viral por todo o organismo (Figueiredo, 1999; Vaughn, 2005).

Um amplo espectro clinico é observado durante as infecgées por dengue, que
variam desde casos assintomaticos as formas graves, como o dengue hemorragico
e a sindrome do choque por dengue (DH/SCD) — Figura 8.
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infecgdo por DENY
Assintom&dtico Eintomaédtico
Febre Eindrome da Eindrome do
indiferenclada Febre do Dengue Dengue Hemorrdgico
Sem Hemorragia Sem Sindrome
Hemorragia MNio Usual Choque do Choque
por Dengue

Figura 8: Fluxograma das manifestagbes clinicas do dengue (Adaptado de Deen et al.,
2006)

A infeccdo por dengue pode ser assintomatica ou acompanhada por um
estado febril inespecifico de curta duracdo, com faringite, rinite e/ou tosse branda.
Apesar de menos freqlentes (variam de 29-56%), tais sintomas dificultam o
diagnéstico exclusivamente em bases clinicas (Gibbons & Vaughn, 2002).

A forma branda da doenca, conhecida como dengue classico (ou febre do
dengue), é caracterizada por febre de inicio subito, dor retro-orbitaria, cefaléia,
mialgia, artralgia, prostracdo, podendo ocorrer inclusive alteracdes gastrointestinais
(nauseas e vomitos) e linfoadenopatias (WHO, 1997; Rigau-Pérez et al., 1998).

A febre persiste, em média, por cinco a sete dias e, paralelamente a
diminuicdo da febre pode aparecer exantema maculopapular ou morbiliforme, nas
primeiras 24 horas do periodo febril ou no periodo de defervescéncia. Em 5 a 30%
dos casos podem ocorrer manifestacdes hemorragicas, tornando importante a
diferenciacdo desses casos de dengue classico com complicacbes hemorragicas
dos casos classificados como DH (Coffey et al., 2009).

Os sinais de alerta para o agravamento do quadro costumam ocorrer na fase
de remissdo da febre e se caracterizam por dores abdominais fortes e continuas;
vbmitos persistentes; hipotensao postural; diferenga entre as pressées maxima e
minima menor do que 20 mmHg; figado e bago dolorosos; vémitos hemorragicos ou
presenca de sangue nas fezes (melena); extremidades das maos e dos pés frias e
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azuladas; pulso rapido e fino; agitacao e/ou letargia; diminuicdo do volume urinario;
diminuicao subita da temperatura do corpo; desconforto respiratério (SVS/MS, 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, quatro graus de severidade
da doenca foram definidos para as formas graves do dengue. Os Graus | e |l séo
considerados quadros de DH, enquanto que os Graus lll e IV constituem o estagio
de choque da doenca (WHO, 1997).

Os sintomas do DH/SCD se mostram semelhantes aos do dengue classico em
fase inicial da doenca (WHO, 1997). Fenbémenos hemorragicos podem ser
verificados através da positividade da prova do lagco, hematomas, petéquias,
epistaxes e gengivorragias. Hepatomegalia dolorosa, de tamanho variavel, pode
surgir no inicio da fase febril. O aumento da permeabilidade vascular resulta na
perda do volume de fluido intravascular, com conseqguente queda da contagem de
plaquetas (<100.000/mm?®), aumento em 20% do hematécrito e hipotenséo (Mc-Bride
et al., 2000).

Em alguns casos, o estado do paciente pode se agravar repentinamente,
evoluindo para a sindrome do choque por dengue (SCD), que é resultante de uma
perda critica do plasma e se caracteriza quando surgem sinais de insuficiéncia
circulatoria, tais como: pele fria e congestionada, inquietacdo e baixa pressdo do
pulso (< 20 mm Hg) (WHO, 1997). O paciente pode recuperar-se rapidamente apds
terapia antichoque apropriada. No entanto, o choque nao-tratado adequadamente
pode evoluir com acidose metabdlica e graves sangramentos gastrintestinais e em
outros 6rgaos, e o paciente pode evoluir para o ébito em 12 a 24 horas. Geralmente,
a convalescenca dos pacientes com DH, com ou sem choque, é de curta duragao e
sem maiores problemas (WHO, 1997).

O envolvimento de alteragbes neuroldgicas; disfuncdo cardiorrespiratéria;
insuficiéncia hepatica; plaquetopenia igual ou inferior a 50.000/mm3; derrames
cavitarios e leucometria global igual ou inferior a 1.000 mm3 em sintomas de dengue
e DH/SCD, se tornaram mais evidentes nos ultimos anos, porém ndo se enquadram
na classificagdo definida pela OMS. Tais sintomas fazem parte do quadro de
dengue com complicacdes (DCC), definido pelo Ministério da Saude/BR, que inclui
também as manifestagdes clinicas menos freqlientes, como as neuroldgicas e
psiquicas, paresias, paralisias e encefalite (Miagostovich et al., 1997; Nguyen et al.,
1997; Thisyakorn et al., 1999; Angibaud et al., 2001; Nogueira et al., 2002b; Soares
et al., 2006; Ling et al., 2007; Chen & Lee, 2007; SVS/MS, 2008).
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Em 2006, um programa da Organizagao Mundial da Saude para a pesquisa e
treinamento em doencas tropicais (TDR), em parceria com diferentes Instituicées da
Europa e paises de doencas endémicas (DEC), iniciou o projeto “Dengue Control”
(DENCO), a fim de re-avaliar a classificacdo e manejo dos casos de dengue. Os
primeiros resultados devem ser divulgados em 2010 e apresentam como propdsito o
estabelecimento de uma classificagdo clinica mais féacil do dengue para o
diagnéstico precoce, triagem e o manejo do paciente (SVS/MS, 2008).

1.6. RESPOSTA IMUNE

O inicio do desaparecimento dos sintomas em individuos com dengue
coincide com uma vigorosa resposta imune. Tal resposta influencia na replicacdo
viral, e consequentemente, na severidade da doenca (Monath, 1986).

Tanto em infecgcdes do tipo primaria quanto seqlencial pelos DENV,
anticorpos contra as proteinas E e NS1 sdo as mais freqlientemente detectadas
(Young et al., 2000; Alcon et al., 2002, Libraty et al., 2002).

Alguns autores tem reportado uma significante resposta de anticorpos anti-
NS3 e anti-NS5 em casos primarios e secundarios de dengue, sendo mais
proeminente nestes ultimos (Valdés et al., 2000). Anticorpos anti-C, prM/M e NS4a
sdo menos prevalentes em soros de pacientes, mas podem ser identificados,
principalmente em soros de pacientes com infeccdo sequencial por dengue
(Churdboonchart et al., 1991; Se-Thoe et al., 1999; Valdes et al., 2000, Cardosa et
al., 2002; Vasquez et al., 2002).

Apesar do aparecimento e da persisténcia dos anticorpos variar
consideravelmente entre os pacientes, as infecgdes pelos DENV induzem a
producdo de anticorpos da classe M (IgM), que sao transitérios e indicativos de
infeccdo recente, apesar de poderem persistir no organismo por até 90 dias apds o
inicio dos sintomas. Outro anticorpo também muito observado € o da classe G
(IgG), que persiste por toda a vida do hospedeiro e é um excelente marcador de
infeccdes seqlenciais, desde que altos niveis sejam detectados no organismo
(Nogueira et al., 1992; Sang et al., 1998; Miagostovich et al., 2001; WHO, 2009).

A presenca de outros marcadores soroldgicos, como os da classe A (IgA) e E
(IgE) em soros de pacientes também tém sido observadas, porém pouco se sabe a
respeito da resposta imunoldgica envolvendo estes anticorpos (Talarmin et al., 1998;

Groen et al., 1999; Koraka et al., 2001; Vasquez et al., 2004).
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A resposta imune celular ocorre sob estimulo principalmente das proteinas E,
NS1 e NS3 (Chambers et al.,1990; Kurane et al., 1992). Os linfécitos T participam
ativamente na resposta imune, reduzindo o numero de células infectadas com o
virus conferindo protecdao contra reinfeccdo (Monath & Heinz, 1996; Libraty et al.,
2002). Os linfécitos T auxiliadores atuam na presenca das células infectadas com
dengue que expressam receptores de antigenos leucocitarios humanos (HLA) tipo |l,
produzindo interferon gama (IFN-vy), interleucina 2 (IL-2) e o fator estimulador de
colénias de macrofagos e granulécitos, enquanto que os linfécitos T citotdxicos
provocam a lise diretamente das células infectadas pelos DENV, que expressam
receptores HLA tipo | (Monath, 1994).

Em infecgbes primarias, os DENV levam a producdo de linfcitos T de
memoéria (Mathew et al., 1999). Entretanto, quando o individuo adquire infeccéao
sequencial, ocorre a ativacao cruzada destes linfécitos, que pode amplificar a reacao
ao facilitar a penetracao do sorotipo infectante em macréfagos. Nestes casos, a
chance do individuo desenvolver as formas mais graves da doenca é 100x maior
(Rothman, 2010).

1.7. PATOGENESE DAS INFECCOES PELOS DENV

Os fatores que contribuem para o aparecimento das formas graves da doenca
ndo sao completamente compreendidos. Desta forma, nas ultimas décadas,
inimeras hipoteses foram sugeridas com a tentativa de associar diferentes fatores
de risco a gravidade da doenca. Embora nenhuma hip6tese seja excludente, a mais
aceita € a da facilitagcdo da resposta dependente de anticorpos (ADE), que preconiza
uma associacao entre re-infeccées e o aparecimento de DH/SCD (Halstead, 1988;
Thein et al., 1997; McBride & Bielefeldt-Ohmann, 2000; Vaughn et al., 2000).

Guzman & Kouri (2003) documentaram que a sequéncia de epidemias
causadas por sorotipos distintos foram associadas com casos de DH, como foi o
caso de infeccao por DENV-3 seguida por DENV-2 em El Salvador (2000); DENV-1
seguida por DENV-2 em Cuba (1981) e DENV-1 seguida por DENV-2 (1990) e
DENV-2 seguida por DENV-3 no Brasil (2001).

A variacdo da viruléncia das cepas virais tem sido sugerida como um fator
para o aparecimento de formas mais graves da doenca. Esta hipdtese tem sido
suportada ha décadas e tem sido demonstrada pela introducao de novas variantes
genotipicas (principalmente de DENV-2 e DENV-3), resultando em grandes
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epidemias de DH/SCD (Pinheiro & Corber, 1997; Rico-Hesse et al., 1997; Leitmeyer
et al., 1999; Watts et al., 1999; Miagostovich et al., 2002; Foster et al., 2004; Araujo
et al., 2009).

Fatores de risco individuais, epidemiolégicos e virais também tém sido
considerados na patogenia do dengue. A hipdtese integral, proposta por Kouri e
colaboradores (1987), sugere que a interacdo entre estes grupos de fatores
promoveria condicdes para o aparecimento das formas mais graves da doenca —

Figura 9.

Fatores
Epidemiologicos

-Numero de suscetiveis
-Alta densidade vetorial
-Ampla circulagao viral
-Hiperendemicidade

Fatores Fatores
virais < > individuais

—Variaf;éo Genotipica -Fatores genéticos
-Sorotipo -Estado nutricional
-Infecgcdo secundaria
-Resposta imune do hospedeiro

Figura 9: Interagdo entre fatores de risco para o desenvolvimento das formas graves do
dengue — Hipotese integral (adaptado de Guzman & Kouri, 2002)

1.8. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial das infeccoes pelos DENV é realizado através do
isolamento viral e/ou deteccédo do acido nucleico viral; pela deteccao de antigenos
virais em tecidos, de técnicas soroldégicas para demonstracdo de anticorpos
especificos (IgM/ 1gG) e captura de antigeno viral.

Para a detecgao viral, o isolamento viral em cultura de células tem sido

considerado o “padrdo ouro”, embora esta metodologia tenha sido gradualmente
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substituida por técnicas de biologia molecular. Este fato é principalmente devido ao
tempo necessario para a deteccdo, além da necessidade da realizacdo do teste de
imunofluorescéncia, seja para a deteccdo viral, ja que nem todos os DENV
produzem efeito citopatico (ECP) em cultura de células, ou para a identificacdo do
sorotipo viral, através da utilizacdo de anticorpos monoclonais tipo-especifico
(Gubler et al., 1984).

Nas ultimas décadas, diversas metodologias de biologia molecular vém sendo
utilizadas para o diagnoéstico do DENV (Shu & Huang, 2004). Estas metodologias
detectam, caracterizam e muitas vezes quantificam o sorotipo infectante e podem
confirmar um diagnéstico em situagdes em que o material disponivel ndo é
adequado para o isolamento viral (Morita et al., 1991; Lanciotti et al., 1992; Harris et
al., 1998).

A metodologia de transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) é considerada uma metodologia rapida, podendo ser usada
para deteccdo e caracterizacdo do genoma em amostras clinicas humanas, biépsias
ou tecidos de autépsia (Deubel et al.,, 1992; Lanciotti et al., 1992; Shu & Huang,
2004). A metodologia de PCR em tempo real tem sido aplicada com sucesso na
deteccdo dos DENV em amostras agudas. E considerada uma metodologia rapida,
sensivel, com baixo nivel de contaminacdo, ja que a mesma é automatizada, e
permite a quantificacdo dos resultados obtidos (Callahan et al., 2001; Drosten et al.,
2002; Kong et al., 2006).

A deteccdo de antigenos virais pode ser realizada por meio de métodos
imunohistoquimicos em casos com evolugéo fatal, através de amostras de tecidos
fixados em formalina, permitindo, desta forma, o estudo de blocos arquivados por
longos periodos (Hall et al., 1991; Miagostovich et al., 1997).

Varias técnicas sorologicas tém sido descritas para o diagnéstico da infeccao
por dengue, das quais o ensaio imunoenzimatico de captura de anticorpos da classe
IgM (MAC-ELISA) tem se mostrado extremamente Util, tanto para o diagnéstico
individual de dengue como para estudos epidemiolégicos (Kuno et al., 1987; Lam et
al., 1987). Ensaios imunoenzimaticos de deteccao de anticorpos da classe IgG (G-
ELISA) (Chungue et al., 1989; Miagostovich et al., 1999) vém sendo cada vez mais
utilizados para a caracterizacdo da resposta imune de dengue, servindo como uma
alternativa ao teste de inibicao da hemaglutinacao (IH) descrita por Clarke & Casals
(1958).

23

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

A utilizacao de testes rapidos para o diagnéstico de dengue tem demonstrado
util para o diagnostico de infecgdes por dengue, devido a rapidez e facilidade de
execucao, podendo ser utilizado em lugares em que a rotina laboratorial €
inadequada e sem a utilizacdo de equipamentos sofisticados (Cuzzubo et al., 2001;
McBride et al., 2009). Nos ultimos anos, diversos testes comerciais tornaram-se
disponiveis para o diagnostico de dengue, tanto para a deteccao de anticorpos IgM
e/ou lgG, como para a caracterizacdo da resposta imune (se primaria ou sequencial)
e mais recentemente, para a captura de proteina viral em soros ou plasma (Kuno et
al, 1998; Lam et al., 1998; Vaughn et al., 1998; Wu et al., 2000; Cuzzubo et al.,
2001; Blacksell, 2005; Videa et al, 2005; Dussart et al., 2006; Kumarasamy et al.,
2007; Lapphra et al., 2008; McBride, 2009; Zainah et al., 2009).

1.9. PREVENGCAO E CONTROLE

O desenvolvimento de vacinas anti-DENV iniciou-se na década de 40 e,
apesar de inumeros estudos e de ser considerada prioridade pela Organizacao
Mundial de Saude, ainda nao esta disponivel uma vacina preventiva eficaz (Sabin &
Schlesinger, 1945; WHO, 2002; Innis et al., 2003).

A dificuldade na obtencdo de uma vacina contra os DENV se deve a
necessidade da vacina imunizar contra os quatro sorotipos virais com alta eficiéncia,
ja que a infeccao por um sorotipo de dengue induz imunidade homéloga, além da
inexisténcia de um modelo animal capaz de reproduzir as formas clinicas da
infeccdo (WHO, 2002).

Atualmente, diferentes estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento
de vacinas para dengue, sendo quatro destas voltadas para a producédo de vacinas
quiméricas, através da inser¢do de genes prM e E de DENV em virus atenuados e
os outros dois voltados para a obtencdo de vacinas atenuadas, através de
passagens em cultura de células ndo-humanas (Bricks, 2004; Blaney Jr et al., 2006;
Girard, 2009). Destas, a estratégia empregando virus vivo atenuado através de
passagens em culturas de células é a que se encontra em fase Il, que comparada
com as outras estratégias, é considerada a mais adiantada (Edelman et al., 2003;
WHO, 2009).

Enquanto uma vacina eficaz ndo esta disponivel, as medidas de controle ao

vetor consistem no principal instrumento para a prevencao da infeccdo pelos DENV,

24

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

além da melhoria dos servicos de saneamento basico e a rapida identificagdo dos
pacientes que apresentem formas clinicas graves da doenca (Funasa, 2002a).

Em 2002, diante da tendéncia de incremento da incidéncia e do elevado risco
de aumento dos casos de DH, a Fundagao Nacional de Saude instituiu o Programa
Nacional de Combate a dengue (PNCD) visando, entre outros fatores, a elaboracao
de programas permanentes para o combate ao mosquito vetor (Funasa, 2002b).
Assim, durante aquele ano, foi criado o dia nacional de mobilizacao contra o dengue
(Dia D) cujo objetivo principal foi fazer com que a populagédo incorporasse em seu
dia-a-dia os habitos necessarios para eliminar os criadouros do mosquito vetor e
desde entdo, vem ocorrendo anualmente no més de novembro (Coelho, 2008).

1.10. DO GENOMA AO IMUNOMA

Vencida a etapa do seqlienciamento gendémico e, consequientemente o
conhecimento da sequéncia completa dos genes, a ciéncia comegou nhova e
desafiadora escalada, que incluiu etapas fundamentais a serem cumpridas para que
das ciéncias genbmicas se extraiam todos os avancos diagndsticos, preventivos e
terapéuticos esperados (Braga-neto & Marques-Junior, 2006). A protedmica,
peptidomica e a imunémica sao alguns dos novos ramos cientificos pés-genémicos
que os grandes centros de pesquisa do mundo e as empresas mais avancadas de
biotecnologia comegcam a construir (Willians & Hochstrasser, 1997; Soloviev, 2007;
2010).

A protedmica complementa a genémica e se propde a analisar de forma
global o conjunto de proteinas expressas numa célula ou tecido num dado momento,
sendo conhecido como proteoma. Visto que o mesmo tipo de célula pode
apresentar diferentes proteomas em resposta a acdo de drogas, infeccdo por
patégenos, poluicdo e diferentes tipos de estresses abibdticos, o proteoma visa o
estudo da estrutura, funcdo e o controle dos sistemas biolégicos pela analise de
varias propriedades das proteinas (Willians & Hochstrasser, 1997; Wilkins et al.,
1997).

A peptidémica surgiu como complemento da protedmica, permitindo a analise
sistematica do conteudo peptidico em uma célula, organela, tecido ou organismo e
desta surgiu a imundmica, que compreende o campo de investigacao relacionado a
interface existente entre o sistema imune do hospedeiro e as proteinas/peptideos
derivados de patégenos ou de si mesmo (Soloviev, 2010).
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A imunbémica tem representado uma ligacao entre a informatica, gendémica,
protedmica, peptiddmica, imunologia e medicina clinica e inumeras metodologias
tem sido desenvolvidas nas ultimas décadas com o intuito de identificar regides
imunogénicas capazes de desencadear a resposta humoral (Soloviev & Finch, 2005;
Soloviev et al., 2007). Tais regides podem ser classificadas como consecutivas, que
sao aquelas formadas por residuos dispostos seqliencialmente de maneira linear ou
nao consecutivas, que sao formadas por residuos distantes entre si em sua estrutura
primaria, porém se aproximam linearmente em sua estrutura tridimensional (Korber
et al., 2006).

Em 1990, a técnica de sintese paralela de peptideos em membranas de
celulose (do inglés Spot synthesis) foi apresentada por Frank e colaboradores a
comunidade cientifica, oferecendo a oportunidade de sintetizar e realizar a triagem
de um grande numero de peptideos sintéticos de forma simultanea (Frank, 1992).
Com a introducdo de um equipamento semi-automatizado (Frank, 1996), esta
técnica combinou a vantagem de um procedimento experimental facil e confidvel a
flexibilidade fornecida através de sua adaptacao a diferentes métodos de revelacao
e baixo custo.

Dentre as diferentes aplicacbes da metodologia de sintese paralela de
peptideos em membrana destaca-se 0 mapeamento de epitopos consecutivos, cujo
principio consiste em dispensar gotas de aminoacidos em uma superficie planar de
uma membrana porosa (Reineke et al.,, 2001; Laune et al., 2002; Chavez-Olértegui
et al., 2002; Alvarenga et al., 2002; Machado de Avila, 2004; Mendes et al., 2004).
De acordo com a capacidade de absorcdo da membrana e o volume das gotas
dispensadas, diferentes compartimentos de reacao quimica individual sdo formados,
de modo que cada gota seja correlacionada com uma escala particular de sintese
previamente definida (Figura 10a - Frank et al., 1996; Gausepohl & Behn, 2002).

A sintese ocorre através de ciclos que se repetem até que todos os residuos
que compdem a seqléncia de peptideos sejam adicionados. Cada residuo
corresponde a um ciclo e é constituido pela desprotecdo do grupamento amino
protetor do residuo previamente acoplado a membrana seguido pelo acoplamento
do novo residuo (ativado em seu grupamento carboxi-terminal) a sequéncia
peptidica (Figura 10b - Frank, 2002).
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Figura 10: Principio da sintese paralela de peptideos em membrana. A: Inser¢cdo de
residuos em membrana de celulose formando gotas regulares. B: Figura esquematica da
sintese de peptideos, envolvendo ciclos sucessivos de lavagem (1), acoplamento (2) e
desprotecédo (3) de cada residuo (circulos coloridos) a sequéncia de peptideos nascente
(Adaptado de Frank, 1996; 2002).

A identificacdo de epitopos consecutivos responsaveis por desencadear a
resposta imune humoral constitui uma importante ferramenta na caracterizacdo da
especificidade de anticorpos, especialmente para utilizagdo em estratégias
terapéuticas, além de contribuir para o desenvolvimento de vacinas e atuar como
ferramentas de diagnédstico para inumeras doencas (Reineke et al., 2002; Peng et
al., 2008; Silva et al., 2009).

27

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

2. RELEVANCIA DO ESTUDO

A dificuldade na compreensao da patogenia do dengue, principalmente devido
a auséncia de um modelo animal capaz de reproduzir clinicamente a infeccao,
associadas as limitadas opcdes para a prevencdao e controle das epidemias,
tornaram imprescindiveis a disponibilidade de metodologias de diagnéstico rapido
para a identificacdo da doencga, ja que até o momento, ainda ndo esta disponivel
uma vacina eficaz nem foi descrita uma terapia efetiva antiviral (WHO, 2002; Crance
et al., 2003).

Enquanto a resposta celular apresenta importante papel na resposta imune
causada pelos DENV, a resposta humoral é considerada um fator critico para a
imunidade protetora (Pang, 2003; Halstead et al., 2005; Hombach et al., 2007).
Desta forma, a identificacdo de determinantes antigénicos de proteinas responsaveis
pela ativagcdo da imunidade humoral constitui a chave do conhecimento da
imunogenicidade de cada proteina viral. Neste contexto, estas informacdes podem
servir como base para o desenvolvimento de testes de diagnéstico, além de fornecer
subsidios para o planejamento de futuras vacinas (Nelson, 2000).

Avancos na tecnologia de peptideos tém permitido a identificacao de epitopos
em proteinas nativas através do estudo de peptideos sintéticos (Machado et al.,
2004; AnandaRao et al., 2005). Apesar das proteinas E e NS1 terem sido descritas
como as mais imunogénicas dos DENV, pouco se sabe a respeito da antigenicidade
das demais. Epitopos imunogénicos destas proteinas tém sido identificados,
utilizando diferentes metodologias, e a maioria sdo descritas como nao consecutivos,
embora epitopos consecutivos sejam capazes de induzir resposta por anticorpos
neutralizantes (Roehrig et al., 1990; Jianmin et al., 1995; Garcia et al., 1997; Wu et
al., 2001; Vazquez et al., 2002).

Em nossa proposta tivemos como objetivo aprofundar o conhecimento da
imunologia molecular dos DENV, através da identificagdo dos determinantes
antigénicos de todas as proteinas estruturais e nao estruturais dos DENV-1, DENV-2
e DENV-3 responsaveis pelo desencadeamento da imunidade humoral, através da
metodologia de sintese paralela de peptideos em membranas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Mapear e caracterizar epitopos de proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
responsaveis pelo desencadeamento da resposta imune humoral.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar, computacionalmente, possiveis regides de reconhecimento por anticorpos
dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, a partir de amostras Brasileiras previamente
caracterizadas pelo seqlienciamento do genoma viral, disponiveis no GenBank

- Padronizar metodologias para a sintese de peptideos em microescala (sintese
paralela de peptideos e “immunoblotting”)

- Identificar peptideos imunogénicos consecutivos de todas as proteinas estruturais
e nao estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, através da sintese paralela de
peptideos em membranas

- Construir modelos tridimensionais através da modelagem por homologia para a
caracterizagao dos epitopos identificados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. ANALISE COMPUTACIONAL DAS PROTEINAS DOS DENV-1, DENV-2 E DENV-3
4.1.1. SELECAO DE SEQUENCIAS COMPLETAS DE AMINOACIDOS DOS DENV

As seqléncias completas das proteinas estruturais e nao-estruturais
utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de seqiiéncias nucleotidicas brasileiras
depositadas no banco de dados GenBank no National Center for Biotechnology
Information, USA, disponivel em <http:/www.ncbi.nlm.nih.gov>, sob cdédigos
AA020974 (DENV-1), AAL96681 (DENV-2) e AAT79552 (DENV-3).

4.1.2. ALINHAMENTO MULTIPLO DE SEQUENCIAS DE PROTEINAS

O alinhamento multiplo das proteinas dos DENV para a selecao de regides
comuns e especificas dos 3 sorotipos virais foi realizado utilizando o algoritmo
clustalW2 do programa Biological sequence alignment editor for windows
95/98/NT/2K/XP (BioEdit) versao 7.0.9.0., disponivel em
<http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit .html >.

4.1.3. DETERMINAGAO DE POSSIVEIS REGIOES DE RECONHECIMENTO POR ANTICORPOS

A determinacao de possiveis regides de reconhecimento por anticorpos anti-
DENV foi realizada através da correlacdo de 3 indices de propensdo a
antigenicidade: escalas de Jameson & Wolf, Kolaskar & Tongaonkar e Bepipred.

A escala de Jameson & Wolf (Jameson & Wolf, 1986) determina a propensao
a antigenicidade de uma proteina através da associacdo de diferentes parametros
fisico-quimicos como a hidrofilicidade, acessibilidade, a flexibilidade da cadeia e os
elementos da estrutura secundaria presentes (Figura 11 - Chou & Fasman, 1974;
Kate & Doolittle, 1982; Emini et al, 1985; Karplus & Schultz, 1985).
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A=>03H+0,15S +0,15F + 0,2 (CF) + 0,2 (GOR)

H: hidrofilicidade (Kyte & Doolittle)

F: flexibilidade (Karplus & Schultz)

S: acessibilidade (Emini)

CF: estrutura secundaria (Chou & Fasman)

GOR: estrutura secundaria (Garnier, Osgusthorpe & Robson)

Figura 11: Formula matematica utilizada pelo parametro de Jameson & Wolf para a
determinacao de regides com propensao a antigenicidade (Jameson & Wolf, 1986)

A utilizacdo do programa computacional DNASTAR Lasergene versao
Windows (DNASTAR Inc., Madison, WI, US) permitiu a determinacado de possiveis
regides de reconhecimento por anticorpos atraves do indice de antigenicidade
(Jameson & Wolf), além de parametros fisico quimicos, como a acessibilidade ao
solvente (escala de Emini), hidrofilicidade (escala de Kate & Doolittle), flexibilidade
(escala de Karplus & Schultz) e elementos de estrutura secundaria (escala de Chou
& Fasman).

A escala de Emini (Emini et al, 1985) é utilizada para a determinacéo da
acessibilidade. Baseado em proteinas de estrutura tridimensional conhecidas, esta
escala prediz que os residuos acessiveis devem ser aqueles com uma superficie
solvatada pela 4gua maior que 20A.

A escala de Kate & Doolittle (Kate & Doolittle, 1982) baseia-se em escalas de
solubilidade determinadas em cada residuo para a predicdo de regides de
reconhecimento por anticorpos. Valores positivos determinam maior propensao do
residuo em apresentar caracteristicas polares, enquanto que valores negativos
tendenciam carater apolares, e variam de +3,0 a -3,4, respectivamente.

A escala de Karplus & Schultz (Karplus & Schultz, 1985) determina valores de
flexibilidade de um residuo, que é dependente tanto de sua caracteristica intrinseca
quanto os residuos localizados na cadeia lateral.

A escala de Chou & Fasman (Chou & Fasman, 1974) determina valores de
propensdo do residuo em gerar uma estrutura secundaria (alfa hélice, beta
pregueada ou alca) em um ambiente tridimensional.

Atraves do programa de computacdo Immune Epitope Database and Analysis
Resource (IEDB) - http://tools.immune epitope.org/tools/bcell/ iedb_input, a predicao
de regidbes de reconhecimento por anticorpos baseada em parametros de

antigenicidade foi determinada pelas escalas de Kolaskar & Tongaonkar e bepipred.
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A escala de Kolaskar & Tongaonkar (Kolaskar & Tongaonkar, 1990)
determina o indice de antigenicidade baseado na solubilidade do residuo e na
frequéncia de ocorréncia em segmentos de epitopos previamente conhecidos
(Figura 12).

Ap=fag/fs

Ap : Propenséo a antigenicidade

fag : freqliéncia da ocorréncia do aminodcidos em epitopos.

fs: frequiéncia da ocorréncia do aminoacido na superficie da proteina. Essa

freqUiéncia é determinada utilizando-se os valores de solubilidade (Parker e Karplus) e acessibilidade
(Emini).

Figura 12: Férmula matematica utilizada pela escala de Kolaskar & Tongaonkar para a
determinagao de regides com propensao a antigenicidade (Kolaskar & Tongaonkar, 1990)

A escala bepipred (Larsen et al., 2006) utiliza o parametro Antijen, que é
resultante da combinacdo do modelo de Markov (Larsen et al., 2006) e a escala de
propensidade (Parker et al, 1986), estabelecendo uma correlacdo entre as

estruturas primaria e secundaria de uma proteina.

4.1.4. LOCALIZACAO TRIDIMENSIONAL DOS PEPTIDEOS IMUNOGENICOS

A localizagdo dos peptideos imunogénicos foi obtida pela construcao de um
modelo tridimensional da proteina através de modelagem por homologia (Nayeem,
2006; Santos Filho & Alencastro, 2003). Tal processo consistiu de quatro etapas
principais: identificacdo de uma ou mais proteinas-molde; alinhamento entre as
sequéncias da proteina-alvo e da(s) proteina(s) de referéncia; construcao do modelo
e validacao do modelo.

As proteinas-molde para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3
foram obtidas em banco de dados de estrutura de proteinas (PDB — disponivel em
http://www.rcsb.org/pdb/) através de uma busca utilizando as opcbes-padrdao do
algoritmo BLASTP (Altschul et al., 1997).

O alinhamento das proteinas foi obtido utilizando o algoritmo clustalW2 e a

construcao dos modelos tridimensionais foi obtida através do programa MODELLER
— versao 9v4 (disponivel em http:/salilab.org/modeller/), cuja visualizagdo foi

realizada através do programa Swiss-PDB-Viewer versdao 3.7 (disponivel em
http://www.expasy.org/spdbv/).
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A avaliagdo da qualidade dos modelos obtidos foi realizada de acordo com a
qualidade estereoquimica geral através do programa de analises estruturais e
servidor de validacdo (SAVS - disponivel em http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/)

utilizando os algoritmos Procheck (Laskowski et al., 1993) e Prove (Pontius et al.,
1996).

4.2. SINTESE PARALELA DE PEPTIDEOS EM MEMBRANAS

A sintese paralela de peptideos consecutivos foi realizada em membranas de
celulose amino-funcionalizadas conjugadas ao espacador polietilenoglicol (PEG),
disponivel comercialmente (INTAVIS Bioanalytical Instruments AG, Koeln,
Alemanha), através da estratégia 9-fluorenyl-methoxycarbonyl (Fmoc), utilizando o
sintetizador semi-automatico AutoSpot modelo Abimed - ASP222 (INTAVIS
Bioanalytical Instruments AG, Koeln, Alemanha), de acordo com as instrucoes
fornecidas pelo fabricante.

A sintese iniciou-se pela ativagdo da membrana com piperidina em N, N-
Dimetilformamida (DMF) (20% v/v), permitindo a exposi¢gdo do grupamento N-
terminal. O acoplamento dos aminoacidos ocorreu apés a ativagdo com solucéo 0,5
mmol/ml de Hidroxibenzotriazol (HOBt) em 1-metil-2-pirrolidona (NMP), seguido da
solugdo 1,1 mmol/ml de N,N, Diisopropylcarbodiimida (DIC) em NMP, que reagiu
com o grupamento amino livre do aminoacido anterior, propiciando o alongamento
da cadeia peptidica no sentido C-terminal ao N-terminal.

O plano de distribuicdo dos aminoacidos, assim como a determinacdo dos
protocolos foram definidos e padronizados ao nosso sistema, de acordo com o
programa de computacao Multipep versao Windows, de modo que cada aminoacido
Fmoc com sua porgéo carboxi ativada foi adicionado ao spot correspondente.

Apoés lavagens manuais das membranas com solugéo de anidrido acético em
DMF (2% v/v), o ciclo recomeg¢a com a retirada do grupamento protetor Fmoc do
aminoacido acoplado, com a utilizacdo de solucao de piperidina em DMF (20% v/v) e
metanol. Este processo € monitorado pela utilizacdo da solugcdo de azul de
bromofenol 0,001% (p/v) em DMF que colore os grupamentos amino livres.

No ultimo ciclo, os grupamentos de protecao das cadeias laterais, assim como
o Fmoc existente no dltimo aminoacido foram removidos pelo tratamento com

solugdo de acido trifluoroacético (TFA), diclorometano (DCM) e triisopropilsilano
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(1:1:0,05 v/v). As membranas foram armazenadas a 4°C sob protecao da luz, por no
maximo 3 dias.

Todas as matérias-primas utilizadas nesta metodologia foram da marca Fluka
(Distribuidor Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, US).

4.3. AMOSTRAS CLINICAS

Para a avaliacao da resposta anti-dengue a epitopos antigénicos, soros de 75
pacientes foram agrupados em diferentes painéis, de acordo com a prévia
caracterizagao sorolégica. Os soros pertencentes aos painéis 1 ao 4 foram
provenientes da soroteca existente no laboratério de Flavivirus - Instituto Oswaldo
Cruz / FIOCRUZ (Rio de Janeiro, Brasil) e obtidos no periodo de 1986 a 2005 de
diferentes centros de saude, hospitais da rede publica e clinicas particulares de todo
o pais. Os soros pertencentes ao painel 5 e 6 foram gentiimente cedidos por
diferentes laboratérios do Instituto Oswaldo Cruz / FIOCRUZ (Rio de Janeiro, Brasil).

Painel 1: soros de individuos (n = 10) negativos para todas as metodologias
analisadas.

Painel 2: soros de individuos (n = 10) com DENV-1, cuja infeccao foi previamente
confirmada através do isolamento viral e/ou RT-PCR e pela soroconversao do
anticorpo IgG.

Painel 3: soros de individuos (n = 10) com DENV- 2, cuja infecgao foi confirmada
laboratorialmente através do isolamento viral e/ou RT-PCR e pela soroconversao do
anticorpo IgG.

Painel 4. soros de individuos (n = 10) com DENV- 3, cuja infecgao foi confirmada
laboratorialmente através do isolamento viral e/ou RT-PCR e pela soroconversao do
anticorpo IgG.

Painel 5: soros de individuos que apresentaram sinais e sintomas similares a
dengue, com infecgdo por sarampo (n = 5), rubéola (n = 5), leptospirose (n = 5),
maléria (n = 5) e variola (n = 5), previamente confirmadas através de positividade em
ensaios sorologicos.

Painel 6: Soros de individuos (n = 10) vacinados para febre amarela, com nivel de

anticorpo IgG anti-febre amarela igual ou superior a 1:160.
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A autorizacdo para a utilizacdo de soros humanos nesta pesquisa foi
concedida pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEP/FIOCRUZ) através de parecer favoravel numero 306/06.

4.3.1. CARACTERIZAGAO LABORATORIAL DAS AMOSTRAS CLINICAS

A caracterizagdo laboratorial tanto das amostras negativas como positivas
para dengue foi realizada no laboratério de Flavivirus, através do isolamento viral e
técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl) para a deteccdo e identificacdo do
sorotipo viral, pela metodologia de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR) para a detecc¢ao do acido nucleico viral e através do ensaio
imunoenzimatico, que permite a demonstracdo de anticorpos IgG especificos no
soro do paciente (G-ELISA). No caso de amostras oriundas de outras patologias, a
caracterizacao soroldgica foi realizada atraves do G-ELISA, utilizando kit comercial
Panbio Diagnostico (Queensland, AUS).

4.3.1.1. ISOLAMENTO VIRAL

Como sistema para isolamento do virus, foi utilizado culturas de células do
mosquito Ae. albopictus clone C6/36 (lgarashi, 1978).

Resumidamente, as células foram cultivadas em tubos de 1,5 x 16 cm
contendo 2,0 ml de meio Leibovitz (L-15), com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Ap6s formacao de monocamada, o meio foi substituido por igual volume de meio L-
15 contendo 2% de SFB.

Os soros foram diluidos 1/10 em meio L-15, 0,1 ml foram inoculados na
monocamada celular e foram incubados & temperatura de 28°C. As culturas foram
observadas diariamente, por um periodo de até dez dias, em microscopio Optico
invertido (Zeiss - Deutschland, Germany), com aumento de até 800 vezes. Para

cada grupo de soros inoculados, foram incluidos controles de virus e de células.
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4.3.1.2. TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

As culturas que ndo apresentaram ECP apés o 10° dia de inoculagdo foram
testadas com fluido hiperimune de camundongo para dengue para deteccdo dos
DENV, sendo as reacbes negativas consideradas como isolamento negativo. As
culturas que apresentaram reacao positiva pela IFI para deteccdo ou pela
observacédo de ECP caracteristico (sincicios), foram processadas pela técnica de IFI
para a tipagem viral, empregando-se, neste caso, anticorpos monoclonais
especificos para os DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Gubler et al., 1984),
gentilmente cedidos pelo Dr. Gubler (CDC Colorado, US).

4.3.1.3. EXTRACAO DO RNA VIRAL E RT-PCR

O RNA viral foi extraido pelo método da silica, de acordo com o protocolo
descrito por Boom et al. (1990) ou utilizando-se o QlAmp Viral Mini Kit (QIAGEN Inc.,
CA, US), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Para deteccédo e
tipagem dos DENYV foi utilizado o protocolo descrito por Lanciotti et al. (1992).

Durante a transcricdo reversa e primeira etapa de amplificacdo, foram
utilizados iniciadores consensuais de 511 pares de base (D1 e D2) para os quatros
sorotipos dos DENV, complementares as sequéncias dos genes C e prM. Na
segunda etapa de amplificagdo (ou procedimento semi-nested), foram utilizados
iniciadores com tamanhos especificos para amplificar cada um dos quatro sorotipos
de dengue, denominados de TS1, TS2, TS3 e TS4, respectivamente (Quadro 1).

Quadro 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcricdo reversa seguida pela
reacao em cadeia pela polimerase para a tipagem dos virus dengue

Oligonucleotideo L ,
L L Posicéao Tamanho do amplicon
iniciador* Sequéncia
) . No genoma | (em pares de base [pb])
(Sentido do primer)

D1 (+) 5’- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3 134-161 511 (D1 + D2)
D2 (-) 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC- 3 616-644

TS1 () 5’- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- & 568-586 482 (D1 + TS1)
TS2(-) 5’- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’ 232-252 119 (D1 + TS2)
TS3 () 5- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3 400-421 290 (D1 + TS3)
TS4 () 5- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3’ 506-527 392 (D1 + TS4)
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4.3.1.4. ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA A DETERMINAGAO DO TiTULO DE ANTICORPOS IGG
(G-ELISA) PARA A CARACTERIZAGCAO DE SOROS DE PACIENTES COM DENGUE

A metodologia utilizada foi descrita por Miagostovich et al. (1999).
Resumidamente, microplacas de poliestireno de fundo chato Immulon Il (Dynatec
Labs., VA, US) foram sensibilizadas com fluido ascitico hiperimune, que é uma
mistura contendo partes iguais de anticorpo anti-DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (CDC, Atlanta, USA) diluido 1/5000 em tampao Carbonato/ Bicarbonato
0,1M pH 9,6. Ap6s incubacdo de 2 a 8 ‘C por no minimo 18 horas em camara Umida
e lavagem com PBS pH 7,4, os pocos foram bloqueados adicionando-se diluente
padrdo. Apods incubacdo em camara umida por 1 hora a 37°C, 0,075 ml de 32
UHA/0,05 ml de uma mistura de antigeno (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) diluida em
diluente padrao, foram aplicadas a cada poco e as placas foram entdo incubadas em
camara umida por 1 hora a 37°C. Apos lavagens com PBS pH 7,4, foram realizadas
diluicbes seriadas na razao 4 até o ultimo poco, transferindo e misturando 0,025 ml
da amostra. Ap6s incubagdo em camara Umida por 1 hora a 37°C, seguida por
lavagens com PBS pH 7,4 e com diluente padrao, 40 wl de anticorpo IgG anti-
humano conjugado a peroxidase (Sigma), diluido em diluente para conjugado na
proporcéo 1:4000, foram adicionados. Apos incubagdo em camara umida por 1 hora
a temperatura ambiente, as placas foram lavadas com PBS pH 7,4 e 0,1 ml de
substrato, resultante da mistura com igual volume de sulfonato de 2,2’-azino-di(3-
etil-bentiazolina) (ABTS) e peréxido de hidrogénio (Kirkegaard & Perry Labs.,
Gaithersburg, USA) foi adicionado a cada poco. Apds um periodo de incubacéo de
30 minutos a temperatura ambiente sob protecéo da luz, foi realizada a leitura visual
e em espectrofotobmetro, utilizando comprimento de onda de 405 nm (Microelisa
Reader/ Biomedicals, Inc., Livermore, USA), sendo as amostras com densidade
Optica que se apresentaram iguais ou acima de 0.15 consideradas positivas.
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4.3.1.5. ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA A DETERMINAGAO DO TiTULO DE ANTICORPOS IGG
(G-ELISA) PARA A CARACTERIZAGCAO DE SOROS DE PACIENTES COM OUTRAS PATOLOGIAS
A metodologia foi realizada de acordo com instru¢cdes do fabricante (Panbio
Diagnostico - Queensland, AUS). Em microplacas previamente sensibilizadas com
antigeno de dengue tipos 1 a 4, foi adicionado 0,1 ml de soro de paciente diluido
1/10 em diluente de soro (tampé&o tris salina pH 7,2 a 7,6, contendo tween 20 e 0,1%
de preservativo proclin) em cada um dos orificios da microplaca. Apds incubagao
por 30 minutos a 37 °C as placas foram lavadas por 6 vezes com tampao de lavagem
(PBS pH 7.2-7.6 contendo Tween 20 e 0.1% de preservativo proclin) e em seguida,
foi adicionado 0,1 ml de anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase em cada
orificio. Seguindo a incubagdo por 30 minutos a 37 'C e lavagem por 6 vezes
consecutivas com tampao de lavagem, as microplacas foram incubadas por 10
minutos em temperatura ambiente (20-25°C) com 0,1ml de substrato (3,3’,5,5'-
tetramethylbenzidine e perdxido de hidrogénio em tampéao citrato-acido citrico pH
3.5-3.8). A adicao de 0,1ml de solugdo de parada da reacdo apds este periodo
resultou na alteracdo da coloracdo azul em amarela, permitindo a leitura em
densitdmetro, com comprimento de onda de 450nm contendo filtro de referencia de
600-650nm. Soros controles positivos e negativos, assim como todos os reativos

utilizados para a execucgao desta metodologia foram fornecidos juntamente com o Kkit.
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4.4. ENSAIOS IMUNOLOGICOS PARA AVALIAGAO DA REATIVIDADE A POTENCIAIS EPITOPOS

A reatividade dos peptideos obtidos na sintese paralela de peptideos em
membranas frente a mistura de pool de soros anti-dengue foi avaliada através de
ensaios imunologicos de quimioluminescéncia, cuja metodologia foi estabelecida em
nosso laboratorio, a partir de informacdes descritas por Frank e Overwin (1996).

Resumidamente, as membranas foram rinsadas por duas vezes com etanol e
bloqueadas com tampao diluente pH 7,0 (0,13 M NaCl, 0,003 M KCI, 0,05 M Tris,
0,05% de Tween 20, 3% de leite em pd desnatado) por 18 horas em temperatura de
2 a 8 °C. Em seguida, foram incubadas sob agitagdo por 4 horas em temperatura
ambiente com soros de pacientes e ap6s 3 lavagens com tampao TBS-tween 20
0,05% pH 7,0 (0,13 M NaCl, 0,003 M NaCl, 0,05 M Tris), as membranas foram
incubadas em temperatura ambiente sob agitacdo com anticorpo IgG anti-humano
conjugado a fosfatase alcalina (Abcam, Cambridge, MA, US) diluido 1:5000 em
tampao diluente. Apds 2 lavagens com tampao TBS-tween 20 0,05% pH 7,0 e 2
lavagens com tampao Citrato (0,14 M NaCl, 0,003 M KCI, 0,05 M CgHgO; . H-0), as
membranas foram incubadas com substrato quimioluminescente CDP star (Applied
Biosystems, CA, US), expostas a filmes de raio-X (Kodak, Sdo Paulo, SP, BR) e
reveladas utilizando revelador e fixador GBX (Kodak, Sao Paulo, SP, BR).

A intensidade da cor obtida foi verificada através do software TIGR Spotfinder
versdo 3.1.1 para windows XP (Boston, MA, US), de modo que o “spot” com sinal
mais intenso da membrana foi assinalado como tendo 100% de intensidade, e todos
0s outros valores foram expressos em porcentagem relativa de acordo com o
software. Os spots com valores densitométricos superiores ou iguais a 20% de
intensidade foram considerados positivos, enquanto que os spots com valores
abaixo de 20% foram considerados negativos (Hujer et al., 2004).
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5. RESULTADOS
5.1. ANALISE COMPUTACIONAL DAS PROTEINAS DOS DENV-1, DENV-2 E DENV-3

As sequéncias completas de aminoacidos dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3
obtidas a a partir de sequéncias nucleotidicas brasileiras foram submetidas a analise
computacional e, através do programa BioEdit foi possivel verificar que o grau de
conservacao entre os aminoacidos dos 3 sorotipos de dengue variou de 72 a 78% -

Figura 13.

Sequence Identity Matrix (BioEdit Sequence Alignment editor)

DENV-1 DENV-3 DENV-2
Beq-> AROZ0974 AATTI55Z AATLIHEBEEL
AARDZ20974 (D1} ID 0,780 0,718
ABATTA55Z (D3] o, 780 ID o, 721
ART9E681 (DZ2) o, 718 0,721 IDm

Figura 13: Matriz de identidade entre as sequéncias de proteinas dos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3, obtida através do programa Bioedit (versao 7.0.4.1).

5.2. PREDIGAO DE POSSIVEIS REGIOES DE RECONHECIMENTO POR ANTICORPOS

As Figuras 14 a 18 apresentam a disposicao ilustrativa de todas as proteinas
estruturais e ndo estruturais dos DENV, de acordo com os elementos da estrutura
secundaria, acessibilidade e hidrofilicidade. Todos os residuos positivos no eixo de
valores (y) de cada parametro analisado sdo considerados uma possivel regiao de
reconhecimento por anticorpos.

Tais parametros puderam ser quantificados atraves do mesmo programa, e
apods correlacao entre os resultados obtidos atraves de cada parametro, foi possivel
predizer um total de 133, 118 e 119 epitopos para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3,

respectivamente (Anexo 1).
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B Regido Alfa — Chou-Fasman
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B Hidrofilicidade — Kyte-Doolittle

O Probabilidade de Superficie - Emini

Figura 14: Representacdo grafica das proteinas estruturais de capsideo/capsideo ancorada e pré-membrana/membrana dos DENV-1,
DENV-2 e DENV-3, contendo regides com probabilidade de reconhecimento por anticorpos baseado em elementos da estrutura secundaria
e em parametros de hidrofilicidade e acessibilidade de cada aminoacido, através do programa de computacdo DNASTAR
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Figura 15: Representacao grafica da proteina estrutural de envelope e nao estrutural 1 dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, contendo regides
com probabilidade de reconhecimento por anticorpos baseado em elementos da estrutura secundaria e em parametros de hidrofilicidade e
acessibilidade de cada aminoacido, através do programa de computacado DNASTAR
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Figura 16: Representacao gréafica da proteina ndo estrutural 2a e 2b dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, contendo regides com probabilidade
de reconhecimento por anticorpos baseado em elementos da estrutura secundaria e em parametros de hidrofilicidade e acessibilidade de
cada aminodcido, através do programa de computagdo DNASTAR
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Figura 17: Representacao gréfica da proteina ndo estrutural 3 e 4a dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, contendo regidées com probabilidade
de reconhecimento por anticorpos baseado em elementos da estrutura secundaria e em parametros de hidrofilicidade e acessibilidade de
cada aminodcido, através do programa de computagdo DNASTAR
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Figura 18: Representagéo grafica da proteina nao estrutural 4b e 5 dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, contendo regidées com probabilidade
de reconhecimento por anticorpos baseado em elementos da estrutura secundéria e em parametros de hidrofilicidade e acessibilidade de
cada aminodcido, através do programa de computagdo DNASTAR
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Para a determinacdo de regides propensas a antigenicidade foi utilizado o
parametro de Jameson & Wolf, através do programa de computacdo DNASTAR, que
determinou um total de 152, 163 e 145 possiveis regides de reconhecimento por
anticorpos para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente. A figura 19 apresenta
a disposicao ilustrativa, enquanto que no anexo 2 foi determinada as regidées com
propensao a antigenicidade através deste parametro.

Ao comparar os resultados obtidos utilizando o parametro de Jameson & Wolf
com os parametros de estrutura secundaria do programa computacional DNASTAR é
possivel verificar a existéncia de seqiéncias mais extensas no segundo caso e, portanto,
um numero menor de sequéncias foi contabilizado. Este fato deve-se ao célculo
matematico utilizado na determinacao do indice de antigenicidade, que inclui diferentes
caracteristicas topolégicas para a predicao de regides de reconhecimento por anticorpos,

resultando em sequéncias com maior especificidade.

45

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

s\ers
‘m-"s CHE Fasman

Mot

7557 F59760426558 5
(L LR U I 1 NER N

L S LT ﬁl
: gL j—

Figura 19: Representacao grafica das proteinas estruturais e ndo estruturais dos DENV-1, DENV-2
e DENV-3, contendo regibes com probabilidade de reconhecimento por anticorpos baseado no
indice de antigenicidade determinada pelo parametro de antigenicidade de Jameson & Wolf
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As escalas de Kolaskar & Tongaonkar e Bepipred foram utilizadas para a
determinacdo de um resultado comutacional mais preciso, com relacdo a propensao a
antigenicidade, sendo obtidas através do programa computacional IEDB. Pela escala de
Kolaskar, foi identificado um total de 141, 132 e 136 provaveis epitopos para os DENV-1,
DENV-2 e DENV-3, respectivamente (Anexo 3), enquanto que pela escala de bepipred
um total de 108, 98 e 108 provaveis epitopos foram descritos para os DENV-1, DENV-2

e DENV-3, respectivamente (Anexo 4).

5.3. COMPARACAO DAS PREDICOES DE RECONHECIMENTO POR ANTICORPOS — ESCALA DE
ANTIGENICIDADE

Apesar de apresentarem sistematicas diferentes para a predicdo de regides
antigénicas, os parametros de antigenicidade utilizados neste estudo puderam ser
correlacionados, onde foi possivel determinar um total de 120, 107 e 112 epitopos
potenciais para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente (Quadro 2).

Foi considerado como epitopo de maior probabilidade, aquele que foi determinado

em pelo menos dois pardmetros distintos.
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Quadro 2: Determinagdo das possiveis regides de reconhecimento por anticorpos das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, através da
geragao de um consenso entre os resultados obtidos pelo parametro de antigenicidade dos programas de computacdao DNASTAR e IEDB

DENV-1 DENV-2 DENV-3
o [Foweio | sentenca | Ponr® | Fonae Prigio [Pouo | seatenca | Poner®
3 NQRKKTGRP 11 1 MNNQRKKARST 11 3 MNNQRKKTGKPS 12
c 24 STGSQ 28 21 NRVST 25 23 VSTGSQLAKR 32
35 KGLLSGQ 41 61 PTAG 64 61 PTAG 64
79 KVLKG 83
119 TRGGEP 124 157 ELCEDT 162 119 SRDGEPRMI 127
131 QERGKSL 137 168 PLLRQNEPEDIDCWCN 183 169 HITEVEPEDIDC 180
orM-M 164 TYKCPRITEAEPDDVD 179 193 TCTTTGEHRRE 204 192 GTCNQAGERRRDKRSVA 208
192 GTCSQTGEHRRDKRS 206 218 ETRTETWMSSEGAW 231
208 ALAPHVGLGLETR 220
234 IQKVE 238
315 AKNKPTL 321 287 SNRDFVEGVSGG 298 315 AKNKPT 320
346 SNTTTDSRCPTQGE 359 324 ELIKTEAKQPAT 335 362 LPEEQDQNY 370
407 GKIVQ 411 346 TNTTTESRCPTQGEPSLNEEQDKRFIC 372 375 TYVDRGWGNGC 385
413 ENLKYS 418 379 RGWGN 383 389 GKGS 392
424 HTGDQHQVGNETTE 437 423 PHSGEEHAVGNDTGKHGEEIKITPQSSITEAELTGY 458 426 GDQHQVGNETQGV 438
450 TSEIQ 454 465 CSPRTGL 471 464 SPRTGL 469
E 499 PWTSGASTSQETWNR 513 502 PGADTQGSNWI 512 498 WTSGATTETPTWN 510
524 HAKKQE 529 522 NPHAKKQD 529 522 HAKKQE 527
548 TEIQTSGT 555 563 LKCRLR 568 561 LKCRLK 566
573 TLKGTS 578 570 DKLQL 574 586 LKKEVSETQ 594
591 EVAETQH 597 587 KIVKEIAET 595 604 YKGEDAPCK 612
604 EGTDAPCK 614 604 VQYEGDGSPCKI 615 615 FSTEDGQGKAH 625
620 QDEKGVTQ 627 638 VTEKDSPVNIEAEPPFGDSY 657 636 VVTKKEEPVNIEAEPPFGESNI 656
638 VTDKEKPVNIETEPPFGE 655
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Quadro 2 (continuagao): Determinacdo das possiveis regides de reconhecimento por anticorpos das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
através da geracao de um consenso entre os resultados obtidos pelo parametro de antigenicidade dos programas de computacdo DNASTAR e IEDB

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Protines [Posiszo Seqiiéncia P | intcil Seqiiéncia P | intcil Seqiiéncia Pt
776 DSGC 779 776 DSGC 779 806 KFQADSPKRLA 816

787 ELKCGSG 793 787 ELKCGSG 793 894 AKIVTAETQN 903

808 KFQADSPKRLS 818 806 QYKFQPESPSKLAS 819 910 GPNTPECPSASR 921

827 EGVCG 831 821 IQKAHEEGIC 830 930 DYGF 933

878 MIRPQPMEHKYS 889 834 SVTRL 838 943 KLREVY 948

911 DGPDTPECPDEQR 923 855 SENEVK 860 952 CDHR 955

944 LKLRDSY 949 876 KRSLRPQPTELKYS 889 960 AVKDERAVH 968

954 CDHR 957 901 TESH 904 976 ESQKNGSWKLEKASLIE 992

NS 1002 KSHT 1005 911 DGPETAECPNTNRAWN 926 997 TWPK 1000
1029 HNYRPGY 1035 930 VEDYG 934 1006 SNGVLE 1011

1047 VDEHCGSRGPSLRT 1058 949 KQDVFCDSK 957 1015 IIPKSLA 1021

1087 RFRGEDGCW 1092 999 HWPKS 1003 1024 ISQHNHRPGY 1033

1111 RPVKEKEE 1118 1022 FAGPVSQHNYRPGY 1035 1045 KLELDFNYC 1053

1062 VTEDCGNRGPSLRTTTAS 1079 1064 CGTRGPSLRTTT 1075

1086 WCCRSCT 1092 1077 SGKL 1080

1094 PPLRYRGEDGCW 1105 1084 WCCRSCT 1090

1109 EIRPLKEKEENL 1120 1095 RYMG 1098

1110 PISEKEEN 1117

1128 GSGEVDSFS 1136 1130 GQIDNFS 1136 1126 GSGKVD 1131

1190 NASDKMGM 1197 1312 SQQKTDW 1318 1188 NASDR 1192

NS2a 1243 LPNSLEEL 1250 1221 LTSRENLLL 1227
1312 TSQKTT 1317 1241 LPEDIEQ 1247

1324 GSFG 1327 1307 QSSSMR 1312

1341 IWGR 1344

1346 SWPL 1349 1365 SLLKN 1369 1346 PLNEGV 1351

1365 SLLKNDVP 1372 1403 DVKWEDQAEISGSSP 1417 1363 SLLRNDVPM 1371

NS2b 1393 SADLSLEKAAEVSWEEEAGHSGT 1415 1424 SEDGSMSIKNEEEEQ 1438 1391 SADLTVEKA 1399
1424 QDDGTMKIKDEERDD 1438 1403 TWEEEAEQTGV 1413

1472 KKQR 1475 1422 DDDGTMRIKDDETE 1435

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

49



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

Quadro 2 (continuagao): Determinacao das possiveis regides de reconhecimento por anticorpos das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
através da geragao de um consenso entre os resultados obtidos pelo parametro de antigenicidade dos programas de computacdo DNASTAR e IEDB

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas posicao L Posicéo | Posicdo L Posicéo | Posicéo . Posicéo
inicial Sequencia final | inicial Sequencia final | inicial Sequencia final
1482 TPSPPEVERAVLDG 1496 | 1483 PSPPPVEKAELEDGAYRIKQRGI 1505 | 1481 PSPPETQKAELEEGVYRIKQ 1500
1504 GLLGRSQV 1511 | 1515 VYKEGT 1520 | 1513 VQKEGV 1518
1546 SVKKDLI 1552 | 1533 LMHRGKRIEPSWADVKKDLI 1552 | 1532 TYNGKRLEPNW 1542
1555 GGGW 1558 | 1555 GGGWKLEGEWKEGEEVQ 1571 | 1545 VKKDLI 1550
1562 GSWNTGEEVQ 1571 | 1574 ALEPGKNPRAVQTKPGLFKTNTGT 1597 | 1560 AQWQKGEEVQ 1569
1574 AVEPGKNT,’E%VE?,TTPGTFKT 1598 | 1605 FSPGTSGSPIVDRKGKV 1621 | 1572 AVEPGKNPKNFQ 1583
1604 DFKPGTSGSPIVN 1616 | 1629 VVTRSG 1634 | 1585 MPGTFQTTTGE 1596
1643 AKASQEGPLPEIEDE 1657 | 1641 AQTEKSIEDNPEIEDDFFRKKRLT 1664 | 1602 DFKPGTSGS 1610
1670 HPGSGKTRRY 1679 | 1668 LHPGAGKTKRY 1678 | 1612 IINREGKV 1619
1722 AVLSEHTGR 1730 | 1685 EAIKRGLR 1692 | 1641 TNAEPDGPTPELEEEMFKKRNLT 1663
1749 VRVP 1752 | 1702 VAAEMEEALR 1711 | 1668 HPGSGKTRKY 1677
1766 DPASIAA 1772 | 1720 PAIRTEHTGREIV 1732 | 1684 EAIKRRLR 1691
1793 TPPGSVEAFPQSNA 1803 | 1777 AARGYISTRVEMGE 1783 | 1701 VAAEMEEALK 1710
NS3 1808  IQDEERDIPERSWNSGYD 1824 | 1792 TPPGSRDI\IPSFGPSSV’:‘,C?I'DN;?(EGEKF;E'PERSW 1833 | 1719 TATKSEHTGREIV 1731
1828 TDFPGK 1834 | 1839 SIKAGNDI 1846 | 1747 VRVPN 1751
1840 SIKSGND 1846 | 1848 ACLRKNGKKVIQLSRKTFDSEYVK 1878 | 1760 AHFTDPAS 1767
TRTNDWD
1857 RVIQLSR 1863 | 1883 TDISE 1887 | 1778 VGMGE 1782
1865 TFDTEYQKTKNNDWD 1879 | 1889 GANFRAERVIDPRRCMK 1905 | 1791 TPPGTADAZCVQNSSNQI\T"ES/’VDEERD'PER 1824
SIKAGNDIANCLRKNGKKVIQLSRKTFDTE
1885 DISE 1888 | 1908 ILTDGEERVI 1917 | 1838 KD 1877
1896 DRVIDPRRCLK 1906 | 1928 SAAQRRGRIGRNPRNENDQ 1946 | 1882 TDISEMGANFRAERVIDPRRCLK 1904
1909 ILKDGPERV 1917 | 1952 EPLENDEDCAHWKEAKML 1969 | 1907 ILTDGPERVI 1916
1930 AAQRRGRIGRNQNKEGDQY 1948 | 1972 NINTPEGI 1979 | 1928 AASAAQRRGRVGRNPQKENDQ 1945
1954 PLNNDEDHAH 1963 | 1984  FEPEREKVDAIDGEYRLRGEARKTF 2008 | 1951 QPLNNDEDHAH 1961
1975 NTPEGI 1980 | 2010 DLMRRGDL 2017 | 1971 NINTPEGI 1978
1985 FEPEREKSAAID 1996 | 2029  GINYADRRWCFDGIKNNQILEENVE 2053 | 1983 FEPEREKSAAIDGEYRLKGESRKTF 2007
2056 IWTKEGERKKLKPRWLD 2072
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Quadro 2 (continuagao): Determinacao das possiveis regides de reconhecimento por anticorpos das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
através da geragao de um consenso entre 0s resultados obtidos pelo parametro de antigenicidade dos programas de computacdo DNASTAR e IEDB

DENV-1 DENV-2 DENV-3
rowinss [ Fouo | sontenca | "o | FoseBo | socuancia | Pon | "o P
2025 KVASEGFQY 2033 2074 RIYSDPLALKEFKE 2087 2009 ELMRRGDL 2016
NS3 2043 ERNNQV 2048 2089 AAGRKS 2094 2024 VASEGIKYTDRKWCFDGERNNQILEENMD 2052
2058 WTKEGERKKL 2067 2055 IWTKEGEKKKLRPRWLDARTYSDPLA 2080
2075 RTYSDPLA 2082 2082 KEFKDFAAGRK 2092
2095 SVSG 2098 2104 GRLP 2107 2127 EHGGR 2131
2169 GKGLGKTS 2176 2167 SGKGI 2171 2167 GKGIGKTS 2174
2214 IPEPDRQRTPQDN 2226 2219 QRTPQDN 2225 2218 QRTPQDN 2224
2303 NTTA 2306 2266 SESN 2269 2251 TKRDLGMSKEPGV 2263
NS4a e NS4b 2324 DKGW 2327 2276 RPAS 2279 2300 NSTA 2303
2452 GSPGKF 2457 2299 IENSSV 2304 2321 DKGW 2324
2487 SLGGGRR 2493 2322 GKGW 2325 2386 NPTV 2389
2402 PYDPKF 2407 2449 GSPGKF 2454
2449 EGNPGRF 2455 2486 GTGKR 2490
2483 MKNTTNTRRGT 2493
2494 GTGA 2497 2509 NTLGKNE 2515 2491 GTGS 2494
2512 QLSKSEFNTYKRSGI 2526 2520 KKSG 2523 2546 SRGSA 2550
2562 NLVKPEG 2568 2559 RNMVTPEG 2566 2560 MVIP 2563
2574 GCGRGGW 2580 2582 CGGLK 2586 2572 CGRGGW 2577
2596 YTKGGPGHEEP 2606 2595 TKGGPGH 2601 2593 YTKGGPGH 2600
2620 HSGKD 2624 2626 TPPEK 2630 2626 PPEK 2629
NS5 2629 PPEK 2632 2639 GESSPNP 2645 2638 GESSPSPT 2645
2641 GESSPNPTIEE 2651 2663 LNNNT 2667 2697 NPLSRNST 2704
2664 WLRGNQ 2669 2698 RNPLSRNST 2706 2712 NGTGN 2716
2701 PLSRNST 2707 2714 NATG 2717 2736 HRRPT 2740
2739 HRKPTYERD 2747 2750 GSGT 2753 2755 NAEPETPNM 2763
2751 GAGT 2754 2785 YDQDHPYK 2792 2778 NSTWHYDDENPYK 2790
2780 HKSTWHYDEDNPYK 2793 2797 HGSYE 2801 2795 HGSY 2798
2804 QTGSA 2808 2835 TTPFG 2839
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Quadro 2 (continuagao): Determinacao das possiveis regides de reconhecimento por anticorpos das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
através da geragao de um consenso entre os resultados obtidos pelo parametro de antigenicidade dos programas de computacdo DNASTAR e IEDB

DENV-1 DENV-2 DENV-3
oot | Mok | soatenoa | Poee | T [ soatenos | Moo | Tt | souenon | o

2798 HGSYEVKPSGSA 2809 2836 DTTPF 2840 2852 TPRSMPGT 2859
2822 KPWD 2825 2877 GKKKTPRM 2884 2875 GRNKRPR 2881
2837 DTTPFG 2842 2936 GKCE 2939 2934 GKCG 2937
2855 TPRAKRGT 2862 2992 ENSLSG 2997 2989 RENSYSGVEGEGL 3001
2877 LSRNKKP 2883 3064 YQNK 3067 3014 IPGG 3017
2896 RSNA 2899 3074 PTPRG 3078 3073 TPTG 3076
2935 KQGK 2938 3086 RRDQRGSGQ 3094 3085 KDQRGSG 3091
2960 AKGS 2963 3152 SGDDC 3156 3185 QPSKGWHD 3192
2991 SRENSLSG 2998 3187 PSRGWNDWT 3195 3233 GAGWS 3237
3017 IPGG 3020 3234 GAGWS 3238 3279 PTSRTT 3284
3065 YQNK 3068 3280 PTSR 3283 3308 IEDNPWM 3314

NS5 3075 PAKNG 3079 3310 QENPW 3314 3334 DQWCG 3338
3087 RRDQRGSGQ 3095 3335 DQWCG 3339
3116 ESEGIFFPSELES 3128
3188 PSKGWNDWQ 3196
3235 GAGW 3238
3247 GKSY 3250
3281 PTSRTT 3286
3312 ENPW 3315
3322 VSSW 3325
3330 YLGKR 3334
3336 DQWC 3339
3367 GNENY 3371
3382 KNESDPE 3388
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5.4. IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS IMUNOGENICOS CONSECUTIVOS DAS PROTEINAS DOS DENV-
1, DENV-2 E DENV-3, ATRAVES DA METODOLOGIA DE SINTESE PARALELA

Inicialmente, uma biblioteca composta por um total de 1284 peptideos foi
construida cobrindo toda a extensdo do DENV-1, DENV-2 e DENV-3. Tal estratégia foi
composta por peptideos contendo 15 residuos com sobreposicdo de 7 (dados nao
mostrados). Para o refinamento dos resultados, nova estratégia de sintese foi utilizada
através da estratégia F-moc, onde cada peptideo foi composto por 10 residuos com
sobreposicao de 5, constituindo uma biblioteca de 2007 peptideos. Tal estratégia foi
utilizada como padrao nos testes subsequentes.

Controles positivos (1210-GYPKDGNAFN-1219 - proteina precursora do
Clostridium tetani - numero de acesso Genbank P04958) e negativos (131-
MDKEIKKGPR-140 - proteina do paramyxovirus aviario - nimero de acesso Genbank
ACO48304) foram utilizados em todos os testes.

As Figuras 20 a 22 apresentam os resultados da triagem empregando mistura de
soros de pacientes com 0 mesmo sorotipo de dengue para as proteinas estruturais e nao
estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente. No Quadro 3 estao
descritas as regides imunogénicas identificadas através da metodologia de sintese
paralela de peptideos em membranas, correspondendo a um total de 96, 103 e 106

epitopos para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente.
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Figura 20: Revelagdo imunoldgica das membranas celulésicas contendo peptideos das proteinas
estruturais (A) e ndo estruturais (B) do DENV-1 sintetizados (10 mers) pela técnica de sintese
paralela. Os pontos escuros correspondem aos resultados positivos e 0s espagos vazios
correspondem as negativas. As linhas coloridas delimitam a extensdo de cada proteina
sintetizada.
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Figura 21: Revelagao imunolégica das membranas celulésicas contendo peptideos das proteinas
estruturais (A) e ndo estruturais (B) do DENV-2 sintetizados (10 mers) pela técnica de sintese
paralela. Os pontos escuros correspondem aos resultados positivos e 0s espagos vazios
correspondem as negativas. As linhas coloridas delimitam a extensdo de cada proteina
sintetizada.
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Figura 22: Revelagao imunoldgica das membranas celulésicas contendo peptideos das proteinas
C, prM/M, E, NS1, NS2a, NS2b, NS3 (42 primeiros peptideos) (A) NS3 (82 peptideos finais),
NS4a, NS4b e NS5 (B) do DENV-3 sintetizados (10 mers) pela técnica de sintese paralela. Os
pontos escuros correspondem aos resultados positivos e 0s espagos vazios correspondem as
negativas. As linhas coloridas delimitam a extensdo de cada proteina sintetizada.
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Quadro 3: Relacao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura de soros de
pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15 aminoacidos
com sobreposicao de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas . s s i i .
Posicao T Posicao | Posicao T Posicao | Posicao T Posicao

inicial Sequencia final | inicial Sequencia final | inicial Sequencia final

7 KKTGRPSFNMLKRARNRVSTGS 27 6 KKARSTPFNMLKRERNRVSTVQ 27 7 KTGKPSINMLKRVRNRVSTG 26

35 GLLSGQGPMK 45 51 ALVAFLRFLT 58 38 LNGQGPMK 45

C 51 IAFLRFLAIP 60 61 PTAGILKRWG 70 51 IAFLRFLAIP 60
89 SSMLNIMNRR 98 96 NRRRRTAGVI 105 91 MLSIINKRKK 100

115 FHLTTRGG 122 115 FHLTTRNGEPHMIV 128 115 FHLTSRDG 122

165 KCPRITEA 173 165 KCPLLRQNE 174 127 IVGKNERG 134

prM /M
SQTGEHRRDKRSVALAP TTGEHRREKRSVALVP NQAGERRRDKRSVAL

195 HVGLGLET 219 196 HVGMGLET 219 195 APHVGMGLDTR 220

230 AWKQIQKVETWALRH 244 231 WKHVQRIET 239 225  MSAEGAWRQVEKVETWALRHP = 245

287 GNRDFVEGLSGATWVDVVLEH 307 287 SNRDFVEG 294 287 GNRDFVEGLSGATW 300

311 VTTMAKNKPTLDIE 324 299 SWVDIVLEH 307 311 VTTMAKNK 318

329 EVTNPAVLR 338 311 VTTMAKNKPTLDFE 324 347 N'TTDSLFF‘,%FE’EQGEAV 366

E

341 IEAKISNTT 349 353 RCPTQGEPSLNEEQD 367 376 VDRGWGNG 384

353 RCPTQGEATLVEEQD 367 371 ICKHSMVDRGWGNGC 385 401 CLEPIEGKVVQYEN 414

371 VCRRTFVDRGWGNG 384 389 GKGGIVTC 396 419 V”TVHT%)gC'QVGNE 438
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Quadro 3 (continuagao): Relacao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢do de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas e s s - - .
Posicao va—— Posicao | Posicao va—— Posicao | Posicao T Posicao
inicial Sequencia final | inicial Sequencia final | inicial Sequencla final
CKKNMEGKVVLPENL
407 GKIVQYEN 414 401 TV PHSGE 427 449 TEAILPEYGTLGLE 462
420 IVTVHTGD 427 431 VGNDTGKH 438 465 PRTGLDFN 472
455 LTDYGALTL 463 455 LTGYGTVTM 463 483 AWMVHRQW 490
PRTGLDFNEMVLLQMEEKAWLVHRQW
PRTGLDFNEMVLLTM
FLDLPLPWLPGADTQGSNWIQKETLV PTWNRKELLVT
467 KEKE;Y_'E,W%%VXFLD 504 467 TFKNPHAKKQDVVVLGSQEGAMH 558 07 FKNAHAKKQ 526
TALTGATEIQMSSGNLL
509 ETWNRQDL 516 563 LKCRLRMDKLQLKGM 577 530 EGAMHTAL 548
E 521 KTAHAKKQEVVVLG 534 587 KIVKEIAETQHGTIVIRVQYE 607 569 KLELKGMS 576
FEIMDLEKRHALGRLITVNPIVTEKDS
PVNIEAEPPFGDSYIIIGVEP
539 AMHTALTG 546 617 BOLKLNWERRRSSI8G 700 587 KKEVSETQ 594
MFETTMRGAKRMAILGDTAW
FLTQDEKGVTQNGRLITAN
617 D S ERVIE 648 737 ILIGVIIT 744 599 LIKVEYKG 606
683  EATARGARRMAILGDTAWDF = 702 755 LSVSLVLVGVVTLYLGAMVQAD 775 623 KAHNGRLI 630
707 GVFTSVGKLVHQVFG 721 635 VVTKKEEPVNIEAEPPFGES 654
GIGDKALKINWYRKGS
743 LTWLGLNS 750 659 SIGKMFEATARG 702
ARRMAILGDTAWDFGS LNSLGKMV
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Quadro 3 (continuagao): Relacao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢do de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3

Proteinas o - . L . L
Posicao va—— Posicao Posicao T Posicao Posicao T Posicao

inicial sequonela final inicial Sequcneia final inicial Sequcnecia final

761 AVGMVTLY 768 707 LNSLGKMV 714

E
743 WIGLNSKN 750
TNEVHTWTEQYKFQADS
797 PKRLSAAIGRAWE 826 797 TDNVHTWT 805 803 WTEQYKFQ 808
IRSTTRMENLLWKQ
833 RSATRLENIMWKQISNELN 851 809 FQPESPSK 816 830 IANELNYILWENNIKLT 860
NGILAQGKKMIRPQP
869 MEHSWGKAK 897 832 IRSVTR 837 867 LTPQPMELK 875
904 QNTTFIID 911 923 RAWNSLEV 930 906 FIIDGPNT 913
RAWNVWEVEDYGF
" 923 RAWNIWEVEDYGFG 936 941 NIWLKLRE 948 921 GVFTTNIWLKLREVYTQ 950
DSKAVHADMGYWIESEK
965 NETWKLARA 990 971 ADMGYWIESALND 983 961 VKDERAVHADMGYWIESQKN 980
1004 HTLWSNGVLE 1013 1037 TQTAGPWH 1044 1032 GYHTQTAGPWHLGK 1045
PISQHNYRPGYFT

1025 QTAGPWHLGK 1047 1108 MEIRPLKEKE 1117 1066 TRGPSLRTTT 1075

1070 GPSLRTTT 1077 1093 PLRYMGED 1100

1110 IRPVKEKE 1117 1106 MEIRPISEKE 1116
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Quadro 3 (continuagao): Relacao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢do de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas — . o i i i .
Posicao T Posicao | Posicao T Posicao | Posicao va—— Posicao
inicial SHINEH final | inicial SHINEH final | inicial SEFIETEE final
NS1 1118 ENLVRSMV 1125
LGMALFLEEMLRTRV
1140 LCVSIMIEEVMRSRWSGK 1157 1140 GTKHVILLVAVSFV 1182 1138 KK AR 1163
TLITGNMSFRDLGR
1170 LIMGQLTWNDLI 1181 1196 GMGVTYLALLAAFKVRPTFAAGLLLR 1221 1168 LLSGQITWRDMAH 1180
LMATLKMRPMFA
1202 VGLLFRRLTSRE 1227 1255 ALGMMVLK 1262 1194 GMGVTYLALIATFKIQPFLA 1213
NS2a
1255 AMGIMMLKLL 1264 1308 LLTSSQQK 1315 1218 LRKLTSRE 1225
1287 LDYAWKTTAM 1297 1320 PLALTIKGLNPTAI 1333 1312 RKTDWLPM 1319
1332 TMFLITENEIWGRK 1345 1338 LSRTSKKR 1345 1330 PLFIFSLKDTLKRR 1343
1346 SWPLNE 1351 1364 SSLLKNDI 1371 1343 SWPLNEGVM 1353
1364 SSLLKNDV 1371 1426 DGSMSIKNEEEEQTLTILIRTG 1447 1361 ASSLLRNDVPMAGPL 1375
NS2b 1401 AAEVSWE 1407 1469 WEVKKQR 1475 1399 AADITWEEEAEQ 1410
1425 DDGTMKIKDEERDDTLTILLKAT 1447 1418 MITVDDDGTMRIKDDETE 1435
1469 WQKKKQR 1475 1467 WQKQTQR 1473

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

60



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

Quadro 3 (continuagao): Relacao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15
aminoacidos com sobreposi¢do de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas o - - . i L
Posicao T Posicao Posicao va—— Posicao Posicao T Posicao
inicial Sequcneia final inicial sequonela final inicial Sequcnecia final
1476 SGVLW 1480 1476 AGVLWDVPSPPPV 1488 1474 SGVLWDVPSPPETQ 1487
1503 RGLLGRSQ 1510 1495 DGAYRIKQRGILGYSQ 1510 1523 WHVTRGAV 1530
GTFHTMWHVTRGA RLEPNWASVKKDL
1529 RGAVLMYQ 1536 1519 VLMHRGKRIEPSW 1544 1537 ISYGGGWRLSA 1560
ALDFKPGTSGSPIIN
1549 KDLISYGGGWRFQG 1562 1548 KDLISYGGGWKLEG 1562 1600 REGKVVGLYG 1624
EMFKKRNLTIM
1581 PKNVQTTP 1588 1584 VQTKPGLFKT 1593 1655 DLHPGSGKTRK 1676
IVREAIKRRLRTLIL
1614 IVNREGKIVGLYG 1626 1599 GAVSLDFS 1606 1681 APTRVVAAEM 1705
NS3
EVFKKRNLTIMD
1657 LHPGSGKTRR 1678 1611 GSPIVDRK 1618 1711 GLPIRYQT 1718
1693 RTLILA 1698 1652 PEIEDDFFRK 1661 1754 YNLIIMDEA 1760
1711 LKGMPIRYQTTA 1722 1672 GAGKTKRY 1678 1773 ISTRVGMGEAA 1784
DEERDIPERSWN
1854 NGKRVIQLSRKT 1865 1688 IVREAIKRGLRTLI 1696 1808 SGNEWITDFAG 1830
1872 KTKNNDWD 1879 1702 VVAAEMEE 1712 1856 VIQLSRKTFD 1865
1929 SAAQRRGRIGRNQN 1942 1725 TEHTGREIVD 1734 1878 WDFVVTTDIS 1885
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Quadro 3 (continuacao): Relagao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢do de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
OIS | ot | soqisncia | Pogicio | Posieko Pagio | Fomgto oo
1971 LDNINTPE 1978 1738 TN o 1762 1887 MGANFKADRVIDPR 1900
1999 YRLRGEAR 2006 1770 IAARGYISTRVEMGEAA 1786 1926 RN’?%}?S\‘FBF:%TXTGG a 1951
2021 WLSYKVAS 2028 1806 APIMDEEREIPERS 1819 1971 N e © 1990
2061 EGERKKLRPRWL 2072 1861 LSRKTFDSEYVKTRTNDWDF 1879 1995 GEYRLKGESR 2004
2088 EFAAGRR 2094 1895 ERVIDPRR 1903 2009 ELMRRGDLPVWLAHKVAS 2026
1943 NENDQYIY 1950 2040 ERNNQILE 2048
NS3 1967 AKMLLDNI 1974 2061 v 2002
1979 GIIPSMFE 1986
1999 YRLRGEAR 2006
2011 DLMRRGDLPVWLAY 2024
2043 IKNNQILEEN 2052
2058 WTKEGERK 2065
2085 FKEFAAGRK 2094
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Quadro 3 (continuacao): Relagao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢édo de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
OIS | Posigio | sequencia | Poscio | Posicio e || G e
2132 GKAYRHAME 2140 2095 SLTLNLI 2101 2093 S e S 2120
2190 WMASVEPH 2197 2107 LPTFMTQK 2114 2124 HTSEHGGRAYRHAV 2137
NS4a
2212 LLIPEPDR 2219 2126 HTAEAGGR 2132 2185 MLWMAEIPLQ 2195
2168 SGKGIGKM 2175 2217 KQRTPQDNQ 2205
2052 TTKKDLGIG 2260 2052 KTKKDLGL 2259 2051 TTKRDLGMSKE 2261
2371 QAKATREAQK 2389 2272 ILDIDLRP 2279 2270 YLDVDLHPASA 2280
2464 GGRRGTGA 2478 2284 TPMLRHSIEN 2303 2294 MLRHTIEN 2301
NS4b 2490 RTAAGIMKN 2497 2371 QAKATREAQKRAAG 2385 2363 e 2387
2408 KFEKQLGQ 2415 2442 GPITTLWEGSPGKFW 2456
2444 GPISTLWEGNPGRF 2457 2468 FRGSYLAGA 2476
2464 VSMANIFR 2471
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Quadro 3 (continuacao): Relagao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢édo de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas i e s . . s
Posicao U Posicao | Posicao U Posicao | Posicao L Posicao
inicial S final inicial S final inicial S final
2502 LGEKWKRQLNQLSK 2515 2497 NIGETLGEKWKSRLNTLGK 2515 2489 GKRGTGSQ 2496
EGLKRGETTKHAVS YKKSGIQEVDRTLA
2536 RGTAKLRWFVER 2561 2521 KEGIKRGETDHH 2546 2501 GEKWKKKL 2508
2594 KGYTKGGP 2601 2551 GSAKLRWF 2568 2528 DRTEAKEGLKRGEI 2541
2659 KMVEPWLRGN 2669 2596 LTKGGPGHEEPIPM 2608 2552 KLQWFVERNMVIPEG 2566
TLEQMQRKHGGM
2685 LVRNPLSRNST 2707 2619 LQSGVDVF 2626 2592 RGYTKGGPGH 2601
VNMTSRLLNRF
2724 TMAHRKPTY 2744 2646 NPTIEAGR 2653 2621 KDVFYLPP 2628
NSS NLDIIGQRIENIKN
2765 EHKSTWHYDE 2788 2660 LAENWLNN 2667 2642 SPTVEESR 2651
2839 PFGQQRVFKE 2848 2688 ETLQRKYGGALVRNPLSRNSTH 2709 2657 KMVEPWLKNN 2666
2854 RTPRAKR 2860 2724 SVNMISRM 2731 2677 MPTVIEHL 2684
EFIRKVRSNAAIGAVFVDEN
2889 QWNSAKEAVEDER 2933 2766 NLDIIGKRIEKIKQEHETSW 2785 2697 RNPLSRNSTHEMYWI 2711
FWDLVHREREL
2938 KCATCVYN 2945 2790 DHPYKTWAYHGSYE 2803 2728 LLLNRFTM 2735
GKREKKLGREKKLG
2949 EFGKAKGSRAIWYM 2969 2813 MVNGVVRL 2821 2747 VDLGAGTRHVNAEP 2759
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Quadro 3 (continuacao): Relagao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢do de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3

O | Poieto | soquenca | Pogito | Posieh Pomcho. | Fesigto Pt
2987 DHWFSREN 2994 2855 RTQEPKEG 2862 2764 RSN 2789
3002 GLHKLGYILRDISKIPG 3018 2866 KKPIE"\I'AI:F";{TI\?CI)E'IY\ALEVI\Q;'IE'II;HG(VR 2897 2818 LTKPWDVV 2825
3079 %-I-SVGMQDVVGlsTﬁg[L)S? 3104 2918 AVEDSRFW 2925 2852 RTPRSMPGTR 2861
3133 Ry 3155 2963 GSRAIWYM 2970 2892 KVRTNAAMGA 2901
3158 VVKPIDDRFA 3167 2082 LGFLNEDH 2989 2924 LVDREREL 2931
3189 SKGWNDWQQ 3197 3001 EGEGLHRLGY 3010 2979 LGFLNEDHWFSRENS 2993

NS5
3203 HHFHQLIM 3210 3027 DTAGWDTRITLED 3039 3023 NEDETQ%VQDJ;‘EEEHDRD(;FAN 3055
3226 LVGRARVS 3233 3073 VQRPTPRGTVMDIISR 3088 3087 A acivll 3105
3248 VSR 3267 3091 QRGSGQVG 3007 3122 ADLENPHLPE 3131
3288 SIHAHHQWMT 3297 3138 A 3158 3137 WLETKGVE 3144
3319 KTHVSSWE 3326 3185 IQQWEPSRG 3193 3157 VVKPIDDRFA 3166
3373 DYMTSMKRFKNESDP 3387 3225 QDELIGRARISQGAGWS 3241 3228 RARISQGA 3235
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Quadro 3 (continuagao): Relacao dos epitopos B lineares de todas as proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 identificados, empregando mistura
de soros de pacientes especificos a cada sorotipo. Os peptideos foram sintetizados através da metodologia de sintese paralela contendo 10 a 15

aminoacidos com sobreposi¢édo de 5 residuos. Os resultados foram resultantes de 3 experimentos realizados em datas independentes.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
O | Posiete | soquencia | Posste | Posicko P | Rk o
3250 KSYAQMWTLMYFHR 3263 3259 HRRDLRLA 3266
3321 KTPVESWE 3329 3289 HAHHQWMT 3297
NS5 3375 DYMPSMKR 3382 3312 VYL OKREDG, 3336
3342 IGLTSRATWA 3351
3378 KRFRKEEES 3386
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5.5. COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DO METODO EXPERIMENTAL DA
SINTESE PARALELA E METODO COMPUTACIONAL DE PREDICAO DE EPITOPOS

A fim de verificar a eficiéncia da utilizagdo de programas computacionais para a
identificacdo de epitopos consecutivos responsaveis pelo desencadeamento da resposta
imune humoral, os resultados obtidos através da sintese paralela de peptideos em
membrana foram comparados com os parametros determinados por programas
computacionais [estrutura secundaria, Bepipred, Jameson & Wolf, Kolaskar e pela
correlacdo dos indices de antigenicidade (Jameson & Wolf, Kolaskar e Bepipred)] —
Figura 23. Todas as sequéncias que apresentavam identidade igual ou superior a 70%
foram considerados.

A média observada entre os resultados obtidos por todos os parametros utilizados
(estrutura secundaria, jameson & Wolf, kolaskar, bepipred e unido de antigenicidade:
jameson & wolf, bepipred e kolaskar) foi de 46,04%, 50,28% e 46,18% para os DENV-1,
DENV-2 e DENV-3, respectivamente.

> 70% identidade

DESVPAD +/- 4.2%

Colrelagdo (%) entre os resultados
preditivos e experimentais (sintese
paralela em membranas)

Estrutura Zana  Jameson &Wolf Kolaskar Bepipred Urido de
artigenicidade

| DENVA1 m DENV-2 O DENV-3]

Figura 23: Correlacdo entre os métodos preditivos (computacionais) e experimentais (sintese
paralela de peptideos em membranas) de determinacéo de epitopos dos DENV

67

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

5.6. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DOS EPITOPOS ESPECIFICOS E COMUNS AO GRUPO DENGUE
E O GENERO FLAVIVIRUS

Para verificar a existéncia de epitopos especificos e/ou de grupo, a biblioteca
correspondente a cada proteina do DENV-1, DENV-2 e DENV-3 foi testada contra
misturas de soros de pacientes com 0s outros sorotipos de dengue, de modo que a
biblioteca de uma proteina do DENV-1 foi testada contra misturas de soros de pacientes
com DENV-2 e DENV-3; os de DENV-2 foram testados contra misturas de soros de
paciente com DENV-1 e DENV-3, e assim sucessivamente. Este procedimento, que foi
denominado de teste de reacdo cruzada, possibilitou a identificacdo precisa de epitopos
reativos para os DENV.

No Quadro 4 sao apresentados os resultados da especificidade dos epitopos dos
DENV-1, DENV-2 ou DENV-3 e comuns aos 3 sorotipos dos DENV de todas as
proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, empregando mistura de soros de pacientes
com outros sorotipos. Epitopos reativos para 2 sorotipos ndo foram contemplados.

Um total de 71, 56 e 68 epitopos dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
respectivamente, reagiram aos 3 sorotipos do grupo dengue, enquanto que 3, 9 e 11
epitopos reagiram de forma especifica aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,

respectivamente.
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Quadro 4: Identificagcdo de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da utilizacdo da

mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reacao cruzada.

TESTE DE REACAO CRUZADA
PROTEINAS | SOROTIPOS |  # EPITOPOS im0 — " —
O ovisa’ | SEQUENGIAS coMUNS a0 GRUPO DENGUE | Pomicie | Fosielo | SCOREICHS | Pesete
7 KKTGRPSFNMLKRARNRVSTGS 27
1 4 35 GLLSGQGPMK 45 0
51 IAFLRFLAIP 60
89 SSMLNIMNRR 98
6 KKARSTPFNMLKRERNRVSTVQ 27
c ° 4 51 ALVAFLRFLT 58 0
61 PTAGILKRWG 70
96 NRRRRTAGVI 105
7 KTGKPSINMLKRVRNRVSTG 26
3 4 38 LNGQGPMK 45 0
51 IAFLRFLAIP 60
91 MLSIINKRKK 100
115 FHLTTRGG 122
1 4 165 KCPRITEA 173 0
195 SQTGEHRRDKRSVA 209
230 AWKQIQKVETWALRH 244
115 FHLTTRNGEPHMIV 128
PrV/M 165 KCPLLRQNE 174
2 4 196 TTGEHRRE 203 0
208 ALVPHVGM 215
231 WKHVQRIET 239
115 FHLTSRDG 122
3 4 195 NQAGERRRDKRSVA 209 0
238 ETWALRHP 245

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

69



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

Quadro 4 (continuagdo): Identificacdo de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da
utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infeccdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reacao cruzada.

TESTE DE REACAO CRUZADA
PROTEINAS | SOROTIPOS | . *# EPITOPOS — — — —
O ovisa’ | SEQUENGIAS coMUNS a0 GRUPO DENGUE | Pomicie | Fosielo | SCOREICHS | Pesete
287 GNRDFVEGLSGATWVDVVLEH 307
311 VTTMAKNK 318
329 EVTNPAVLR 338
359 EATLVEEQD 367
377 VDRGWGNG 384
407 GKIVQYEN 414
420 IVTVHTGD 427
1 18 467 PRTGLDFN 474 341 IEAKISNTT 349
479 LTMKEKSWLVHK QW 492
509 ETWNRQDL 516
521 KTAHAKKQ 528
617 FLTQDEKGVTQNGRLITANPIVTDKEKPVNIE 648
E 683 EATARGARRMAILG 696
714 KLVHQVFG 721
743 LTWLGLNS 750
300 WVDIVLEH 307 371 ICKHSM 376
311 VTTMAKNKPTLDFE 324 389 GKGGIVTC 396
377 VDRGWGNGC 385 455 LTGYGTVTM 463
401 CKKNMEGKVVLPEN 414 631 LITVNPIVTEKDSPVN 646
5 15 420 VITPHSGE 427
431 VGNDTGKH 438
467 PRTGLDFN 474
509 SNWIQKET 516
521 KNPHAKKQ 528
623 EKRHALGR 630
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Quadro 4 (continuacao): Identificacdao de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da
utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reagao cruzada.

TESTE DE REACAO CRUZADA
PROTEINAS | SOROTIPOS | . EPITOPOS —— — — —
OETERMNADOS" | Pt ocpencis comuns Ao aupo oEvaue | oo Pesfo | SEQUENGlS | posio

287 GNRDFVEG 294 | 457 GTLGLE 462

376 VDRGWGNG 384 | 645 IEAEPPFGES 654
401 CLEPIEGKVVQYEN 414
465 PRTGLDFN 472
E 3 19 507 PTWNRKEL 514
599 LIKVEYKG 606
623 KAHNGRLI 630
635 VVTKKEEPVN 644
743 WIGLNSKN 750

811 ADSPKRLSAA 820 | 892 SWGKAK 897
833 RSATRL 837
904 QNTTFIID 911
1 o 923 RAWNIWEV 930
971 ADMGYWIE 978
1006 LWSNGVLE 1013
1025 PISQHN 1030
1040 AGPWHLGK 1047

797 TDNVHTWT 805 | 811 PESPSK 816
NST 832 IRSVTR 837
2 8 923 RAWNSLEV 930
943 WLKLRE 948
976 WIESALND 983

803 WTEQYKFQ 808 | 867 LTPQPMELK 874

830 IRSTTRMENLLWKQIANELNYILWEN 856 | 906 FIIDGPNT 913
3 0 921 RAWNVWEV 928
973 YWIESQKN 980
1038 AGPWHLGK 1045
1066 TRGPSLRT 1073
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Quadro 4 (continuacdo): Identificacao de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da

utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reagao cruzada.

TESTE DE REACAO CRUZADA

PROTEINAS | soroTiPo | . EPITOPOS
PETETHINADOS | Foverar | szaUeNcias comuns a0 GRupo DENGUE | Pomcto| Fosielo | SEERERAAS | Pesiie
NS1 1093 PLRYMGED 1100
1106 MEIRPISE 1114
1 7 1146 IEEVMRSRWSGK 1157 1255 AMGIMMLKLL 1264
1152 TRVGTKHV 1159
2 6 1175 MSFRDLGR 1182 0
NS2a 1338 LSRTSKKR 1345
1142 ILFEEVMRGK 1151 1194 GMGVTY 1199
3 6 1312 RKTDWLPM 1319 1220 KLTSRE 1225
1330 PLFIFSLKDTLKRR 1343
1364 SSLLKNDV 1371
1 5 1401 AAEVSWE 1407 0
1469 WQKKKQR 1475
NS2b 5 3 1364 SSLLKNDI 1371 0
1440 LTILIRTG 1447
1343 SWPLNEGVM 1353
3 5 1361 ASSLLRND 1368 0
1399 AADITWEE 1407
1503 RGLLGRSQ 1510
1529 RGAVLMYQ 1536
1553 SYGGGWRFQG 1562
1614 IVNREGKIVGLYG 1626
1665 TIMDLHPGSGKTRR 1678
NS3 1 17 1872 KTKNNDWD 1879 0
1929 SAAQRR 1934
1971 LDNINTPE 1978
2021 WLSYKVAS 2028
2061 EGERKKLRPRWL 2072
2088 EFAAGRR 2094

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

72



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

Quadro 4 (continuacao): Identificacdao de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da
utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reagao cruzada.

TESTE DE REACAO CRUZADA
GG S [l DgTEFF;Il\Tﬂﬁ&%%S Posicio Posicao | Posicdo SEQUENCIAS Posicio
inforal | SEQUENCIAS COMUNS AO GRUPO DENGUE tnl | inicial ESI?ECIFICAS finsl
1481 DVPSPPPV 1488
1495 DGAYRIKQRGILGYSQ 1510
1531 AVLMHRGK 1538
2 25 1672 GAGKTKRY 1678 | 1702 VVAAEMEEAL 1711
1688 IVREAIKRGLRTLI 1696
1945 NDQYIY 1950
2085 FKEFAAGRK 2094
1479 VPSPPETQ 1487 | 1600 ALDFKP 1605
1524 HVTRG 1528 | 1701 VAAEM 1705
1537 RLEPNWASVKKDLISYGGGWRLSA 1560 | 1939 QKENDQYIFTGQ 1951
1611 IINREGKVVGLYG 1624
1661 NLTIMDLHPGSGKTRK 1676
1681 IVREAIKRRL 1691
\Ss 1694 LILAPTRV 1700
1711 GLPIRYQT 1718
1753 NLIIMDEA 1760
1773 ISTRVGMGEAA 1784
3 19 1808 DEERDIPE 1815
1856 VIQLSRKTFD 1865
1878 WDFVVTTD 1883
1893 ADRVIDPR 1900
1926 ASAAQRRG 1933
1971 NINTPEGIIPALFEPEREKS 1990
1997 YRLKGESR 2004
2009 ELMRRGDLPVWLAHK 2023
2040 ERNNQILE 2048
2061 EKKKLRPRWLDARTY 2074
2085 KDFAAGRK 2092
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Quadro 4 (continuacao): Identificacdao de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da

utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reagao cruzada.

TESTE DE REAGAO CRUZADA

PROTEINAS | soroTipo | . EPITOPOS
DETERMIADCS | posn | ocaencins comuns Ao arupo pevcuE | Pquci | Porico | SEQUENCIS | Pt
1 \ 2190 WMASVEPH 2197 .
2212 LLIPEPDR 2219
NS4a 2 2 0 2095 SLTNL 2101
2093 SIALDLVT 2100
3 4 2105 VPSHLAHKT 2113 0
2185 MLWMAEIPLQ 2195
2252 TTKKDLGI 2259
1 4 2371 QAKATREAQK 2389 0
2464 GGRRGTGA 2478
2252 KTKKDLGL 2259
2 7 2286 MLRHSIEN 2303 0
NS4b 2450 WEGNPGRF 2457
2251 TTKRDLGM 2257
2270 YLDVDLHP 2077
3 6 2294 MLRHTIEN 2301 0
2369 QAKATREAQKRTAAGIMKN 2387
2442 GPITTLWEGSPGKFW 2456
2536 EGLKRGET 2543
5548 VSRGTAKL 2555
2594 KGYTKGGP 2601
2659 KMVEPWLRGN 2669
NS5 1 o 2685 TLEQMQRKHGGMLVRNPLSRNST 2707 o
2724 VNMTSRLLNRFTMAH 2739
2765 NLDIIG 2770
2854 RTPRAKR 2860
2889 EFIRKV 2894
2892 VFVDENQWNSAK 2903
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Quadro 4 (continuacao): Identificacdao de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da
utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reagao cruzada.

TESTE DE REACAO CRUZADA
PROTEINAS | soroTipo | . EPITOPOS

DETERMIADCS | posn | ocaencins comuns Ao arupo pevcuE | Pquci | Porico | SEQUENCIS | Pt
2908 DERFWDLVHREREL 2921
3082 MDVISRRD 3089
3135 VLDWLEKHGAERLKRMAISGD 3155
3189 SKGWNDWQQ 3197

1 3203 HHFHQLIM 3210 .

3158 VVKPIDDRFA 3167
3248 KSYAQMWQLMYFHR 3261
3288 SIHAHHQWMT 3297
3319 KTHVSSWE 3326
3373 DYMTSMKRFKNESDP 3387

2497 NIGETLGEKWKSRLNTLGK 2515 | 2619 LQSGVDVF 2626

2533 LAKEGIKRGETDHH 2546 | 2813 MVNGVVRL 2821
2688 ETLQRKYG 2695
NS5 2700 GALVRNPLSRN 2710
2772 KRIEKIKQEHETSW 2785
2790 DHPYKTWAYHGSYE 2803
2872 EWLWKELGKKKTPR 2885
2890 MCTREEFTRKVR 2897
2 27 3001 EGEGLHRLGY 3010
3073 VQRPTPRGTVMDIISR 3088
3091 QRGSGQVG 3097
3138 QNWLARVGRERLSRMAISGDD 3158
3185 IQQWEPSRG 3193
3231 RARISQGAGWS 3041
3250 KSYAQMWT 3257
3321 KTPVESWE 3329
3375 DYMPSMKR 3382
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Quadro 4 (continuacao): Identificacao de epitopos especificos aos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e epitopos comuns ao grupo dengue, através da
utilizacdo da mistura de soros de pacientes com infecgdo por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3, em teste de reagao cruzada.

TESTE DE REAGAO CRUZADA

PROTEINAS | soroTipo | . EPITOPOS
DETERMIADCS | posn | ocaencins comuns Ao arupo pevcuE | Pquci | Porico | SEQUENCIS | Pt
2552 KLQWFVERNMVIPEG 2566 | 2530 TEAKEGLKRGE 2541
2621 KDVFYLPP 2628 | 3031 ITEDDLHNEE 3040
2657 KMVEPWLKNN 2666
2697 RNPLSRNSTHEMYWI 2711
2782 WHYDDENP 2789
NS5 3 29 2854 PRSMPGTR 2861
3047 DPEHRQLAN 3055
3228 RARISQGA 3235
3289 HAHHQWMT 3297
3318 KTPVTTWENVPYLG 3331
3344 LTSRATWA 3351
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Para verificar a existéncia de epitopos de reacdo cruzada extra-grupo dengue, os
epitopos especificos e comuns aos 3 sorotipos dos DENV foram avaliados contra a
mistura de soros de pacientes com outras patologias e vacinados para febre amarela.
Nao foi verificada a reag¢ao cruzada quando utilizados soros de outras patologias, o que
demonstra a alta especificidade dos epitopos identificados. Entretanto, na avaliacdo de
soros de vacinados para febre amarela foi possivel verificar que 9 epitopos reagiram
cruzadamente (Quadro 5).

A homologia de seqliéncias entre o virus da febre do Nilo (acesso GenBank
namero AF404757_1), virus da encefalite japonesa (acesso GenBank numero
AAF34186.1), virus da febre amarela (acesso GenBank numero AAC72235.1) e as
sequéncias dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 demonstrou que tais regides sao comuns a
outros membros do género Flavivirus (dados ndo mostrados), 0 que sugere a existéncia

de epitopos género-especificos.

Quadro 5: Epitopos comuns ao grupo dengue que reagiram com mistura de soros de vacinados
para febre amarela.

TESTE DE REACAO CRUZADA
. # EPITOPOS
PROTEINAS . — ~
DETERMINADOS | pOoSICAO | SEQUENCIAS COMUNS AOS MEMBROS DO | POSICAO
INICIAL GENERO FLAVIVIRUS FINAL
E 1 378 DRGWGNG 384
NS1 1 1106 MEIRP 1110
1668 D/FLHPGS/AGKT 1676
NS3 4 1693 LILAPTRV 1700
1927 SAAQRRG 1933
2015 DLPVWL 2021
2699 PLSRNSTHEMYW 2710
NS5 3 3091 QRGSGQV 3096
3151 RMAISGDD 3158

77

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

5.7. LOCALIZAGCAO TRIDIMENSIONAL DOS PEPTIDEOS IMUNOGENICOS

Para a maioria das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, foram identificadas
uma ou mais proteinas de estrutura 3D previamente elucidada, que foi utilizada como
proteina-molde para a construcdao dos modelos tridimensionais (Quadro 6 e Figura 24).

Todos os moldes selecionados apresentavam regides com alta flexibilidade de
troca conformacional, e, portanto, baixa resolucdo em RMN ou cristalografia de raios-X,
ndo sendo possivel obter um molde capaz de elucidar todos os residuos
correspondentes a cada uma das proteinas analisadas.

Para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 com molde disponivel, foram
construidos 30 modelos no programa Modeller (versdo 9v4), dos quais apenas um foi
selecionado, baseando-se na fungdo objetiva e nos resultados de validacdo obtidos
pelos programas Procheck e Prove.

As proteinas NS1, NS2a, NS4a e NS4b n&o tiveram seus modelos construidos,
devido a indisponibilidade de proteinas-moldes elucidadas. A proteina NS2b nao teve
sua estrutura modelada em virtude da baixa homologia com a sequéncia-alvo, o que
poderia resultar na construcao de zonas desordenadas, o que tornaria o resultado com

baixa confiabilidade.

Quadro 6: Numero de acesso das proteinas depositadas no banco de dados de proteinas,
usadas em nosso estudo para a modelagem por homologia das proteinas dos DENV-1, DENV-2
e DENV-3.

Proteinas DENV-1 DENV-2 DENV-3
C 1R6R 1R6R 1R6R
PrM-M 3C6D 3C6D 3C6D
E 1TGE, 1TG8 1UZG, 2HGO 1TG8
NS3 2V80, 2783 2V80, 2783 2V80
NS5 2P3Q 2P3Q 2P3Q
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Figura 24: Estrutura das diferentes proteinas disponiveis no banco de dados de proteinas
elucidadas por diferentes metodologias que foram utilizadas como molde para a construgdo dos
modelos-3D das proteinas dos DENV (Egloff et al., 2002; Benarroch et al., 2004; Ma et al., 2004;
Zhang et al., 2004; Modis et al., 2005; Nybakken et al., 2006; Li et al., 2008; Redondo et al.,
2008)

A qualidade estereoquimica geral de cada modelo mapeado foi avaliada pela
distribuicdo dos residuos gerados pelo grafico de Ramachandran. No Quadro 7 é
apresentada a avaliagdo dos modelos gerados para cada proteina dos DENV. Para um
modelo ser considerado de boa qualidade, espera-se que mais de 90% dos residuos

estejam nas regides mais favoraveis.
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Quadro 7: Avaliacdo da qualidade estereoquimica geral dos modelos-3D obtidos através do
programa Procheck (servidor SAVS - http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/)

Programa Procheck
; % regioes e
Proteinas dSOOSrOD“Eﬁ?/ permitidas e/ou erc;/;rrg g::::nte % regioes
favoraveis da 9 M desfavoraveis
proteina
1 94 2,9 2,9
C 2 94 2,9 2,9
3 94 2,9 2,9
1 94 4.3 1,4
PrM-M 2 98,5 1,4 0
3 98,5 1,4 0
1 98 1,2 0,6
E 2 99,4 0,3 0,3
3 97 2,7 0,3
1 99,5 0,3 0,3
NS3 2 99,5 0,3 0,3
3 98,9 0,4 0,7
1 99,5 0,5 0
NS5 2 100 0 0
3 99,5 0,5 0

Para a proteina C, dois residuos correspondentes as regides desfavoraveis do
DENV-1 (L7 € Q41) € 0 residuo Q41 do DENV-3 apesar de serem constituintes de regides
imunogénicas comuns entre o grupo dengue, nao influenciaram na construcdo do
modelo. Os demais residuos localizados na regidao desfavoravel ndo estavam
relacionados a epitopos identificados neste estudo e, portanto, nao influenciaram na
construcdo do modelo.

Pelo programa Prove, o volume atdmico das proteinas modeladas foram
determinadas através do Z-score, que é o desvio padrdao do volume atémico em relacao
a média de cada tipo de atomo envolvido no mapeamento. Para todos os modelos
construidos, foram obtidos valores de Z-score maiores que 1,2, 0 que é esperado para
estrutura de baixa resolugdo, como as obtidas por modelagem por homologia (dados néao
mostrados).
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Proteina C

Para a proteina C, a proteina-molde selecionada (1R6R) correspondeu a um
dimero simétrico da cepa PR159-S1 (1969) do DENV-2, circulante em Porto Rico,
resolvido por ressonancia magnética nuclear (RMN). A identidade obtida entre a
proteina-molde e os alvos foram 69%, 98% e 66% para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3,
respectivamente (Anexo 5).

A construcdo do modelo foi realizada através da sobreposicdo dos dois
mondmeros dos DENV naqueles que compdem o dimero da proteina 1R6R, utilizando o
programa DeepView/Swiss-PdbViewer versao 3.7. Os 20 primeiros residuos e os 14
ultimos residuos de aminoacido da proteina-molde, por serem conformacionalmente
labeis, apresentaram baixa resolucdo em RMN e, portanto, ndo foi possivel obter um
molde capaz de elucidar os 114 residuos correspondentes a proteina C. Apesar dos
modelos obtidos serem compostos por 80 residuos, quatro regides imunogénicas
identificadas pela sintese paralela de peptideos em membranas puderam ser destacadas
(Figura 25).

A analise de cada sorotipo separadamente permitiu a verificacdo de que todas as
regides imunogénicas se apresentavam em regides acessiveis ao solvente. Além disso,
quando representados conforme sua estrutura secundaria, tais epitopos estavam
localizados na regidao de alfa hélice e/ou em alcas (do inglés loop).
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Figura 25: Estrutura-3D da proteina C dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, gerada por modelagem
por homologia, destacando por cores os epitopos identificados pela sintese paralela de
peptideos (A) Superficie molecular; (B) Representacao em fita (do inglés ribbon) da cadeia
polipeptidica

Proteina prM-M

A glicoproteina prM-M imatura utilizada neste estudo foi composta por 166
residuos, cujo modelo selecionado foi obtido através da crio-eletromicroscopia (proteina
3C6D). A identidade com a proteina-molde selecionada foi de 79%, 97% e 81% para 0s
DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente (Anexo 6).
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A construcao do modelo foi realizada nos 81 primeiros residuos N-terminal, que
corresponde ao fragmento “pr’, composto por 91 residuos. Em virtude da baixa
resolugdo, nao foi possivel obter um molde capaz de elucidar os residuos
correspondentes a proteina M.

A Figura 26 apresenta os modelos construidos para a proteina “pr”, ressaltando os
epitopos identificados pela metodologia de sintese paralela de peptideos em membrana.
Para os DENV-1 e DENV-2 dois dos quatro epitopos identificados apresentaram
estrutura determinada e para o DENV-3 apenas um epitopo dos quatro epitopos teve a

sua estrutura ressaltada.

Figura 26: Estrutura-3D da proteina “pr’ dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, gerada pelo
programa Modeller e analisada através do programa Swiss-pdb-viewer, destacando por cores 0s
epitopos identificados pela sintese paralela de peptideos. (A) Superficie molecular e (B)
Representagéao em fita (do inglés ribbon) da cadeia polipeptidica

A analise de cada sorotipo separadamente sugeriu que todas as regides
imunogénicas se apresentavam em regides acessiveis ao solvente. Além disso, quando
representados conforme sua estrutura secundaria, tais epitopos estavam localizados em

alcas e/ou em fitas beta-pregueadas — Figura 27.
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DENV -1

FHLTTRGGE PEMIVSKQERGKSLLFETSGGVNMC TL L AMDLGEL CEDTMTYECPR I TEAEPDDVDCWCNATDTWVTYGTCT

DENV -2

e .

FHLTTRNGE PEMIVGRQEKGRSLLFETEDGVNMC TIMAIDLGELCEDTI TYRCPLLRQNEPED IDCWCNS TS TWVTYGTCT

DENV-3

Figura 27: Estrutura priméria da proteina prM-M (Modeller versdo 9v4), ressaltando as estruturas
secundarias. Sublinhados estao indicados os epitopos identificados experimentalmente.

Proteina E

Para a modelagem da proteina E, os modelos para a construcao da estrutura-3D
disponiveis no PDB, apresentaram diferentes graus de identidade e e-value de acordo
com os sorotipos dos DENV. Para os DENV-1, as estruturas selecionadas (1TGE e
1TG8) foram elucidadas por crio-eletromicroscopia e difracdo de raio-X,
respectivamente, e apresentaram aproximadamente 67 e 68% de identidade com o
sorotipo 1 dos DENV. Como as estruturas do 1TGE e 1TG8 s&o diferentes
tridimensionalmente, a modelagem foi realizada utilizando ambas as estruturas como
molde. Este procedimento também foi utilizado para a construgdo do modelo do DENV-
2, que teve como modelo as proteinas 1UZG e 2HGO. Ambas as proteinas foram
elucidadas por difracdo de raio-x e apresentaram 67 e 47% de identidade com este
sorotipo. Ja para o DENV-3, como o modelo selecionado (1TG8) apresentou 69% de
identidade, a construgdo do modelo-3D foi realizada a partir de um Unico modelo.

O Anexo 7 apresenta o alinhamento mudltiplo realizado entre os modelos
selecionados para a construcdo da estrutura tridimensional e o0s sorotipos
correspondentes.
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Em virtude da auséncia de alguns residuos na estrutura elucidada, nao foi
possivel a construcdo de um modelo que contemplasse todos os residuos das proteinas
dos DENV. Desta forma, os modelos obtidos foram compostos por 405 residuos para os
DENV-1, 403 residuos para os DENV-2 e 395 residuos para os DENV-3.

As Figuras 28, 29 e 30 apresentam a andlise dos modelos obtidos através do
programa de computacdo Swiss-pdb-viewer, destacando os epitopos dos DENV-1,
DENV-2 e DENV-3, respectivamente, identificados pelo teste de reag¢ao cruzada (Quadro
4). Dos 16 epitopos identificados para os DENV-1, 12 epitopos tiveram suas seqliéncias
mapeadas tridimensionalmente no programa Swiss-PDB-viewer. Para os DENV-2, todos
os 14 epitopos identificados neste estudo foram mapeados. Para os DENV-3, dos 11
epitopos identificados neste estudo, 10 epitopos tiveram suas seqliéncias mapeadas

tridimensionalmente.
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Posigcao anterior

Posigao posterior

PAET-HdT4

I:i.'ll:l."'ﬁ.'ﬂ 4 E503-L516

Figura 28: Estrutura-3D da proteina E dos DENV-1 gerada pelo programa Modeller (versdo 9v4) e analisada através do programa Swiss-pdb-
viewer, destacando por cores os epitopos identificados experimentalmente. (A) Superficie molecular; (B) Formato ribbon; (C) Superficie molecular do
epitopo especifico, com sua cadeia principal e lateral em destaque
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Posicdo anterior

Posicédo lateral — 90 graus direita

CaA01-Na14

. y

Figura 29: Estrutura-3D da proteina E dos DENV-2 gerada pelo programa Modeller (versdo 9v4) e analisada através do programa Swiss-pdb-
viewer, destacando por cores os epitopos identificados experimentalmente. (A) Superficie molecular; (B) Formato ribbon; (C) Superficie molecular do
epitopo especifico, com sua cadeia principal e lateral em destaque

87

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2e 3

Posigao anterior

Posigdo lateral — 90 graus direita

C401-N414

Posigao posterior

PaBS-NAT2

Figura 30: Estrutura-3D da proteina E dos DENV-3 gerada pelo programa Modeller (versdo 9v4) e analisada através do programa Swiss-pdb-
viewer, destacando por cores os epitopos identificados experimentalmente. (A) Superficie molecular; (B) Formato ribbon; (C) Superficie molecular do
epitopo especifico, com sua cadeia principal e lateral em destaque
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A analise de cada sorotipo separadamente permitiu a verificacdo de que todos os
epitopos se apresentavam em regides acessiveis ao solvente, exceto a regido
imunogénica ls20-D4o7 do DENV-1. Esta regido foi destacada (rosa) e 0 mapeamento do
potencial de superficie utilizando o mesmo programa, permitiu a verificagdo de que trés
(Va21, Taos € Gaos) dos oito residuos que constituem a seqiiéncia 420-IVTVHTGD-427
estavam localizados no interior da molécula, em regides inacessiveis ao solvente. Isto
significa que os residuos restantes na estrutura tridimensional, foram capazes de
desencadear reacao com mistura de soros de pacientes com dengue. Os epitopos
restantes identificados neste estudo para os DENV-1, assim como aqueles obtidos para
os DENV-2 e DENV-3 estavam localizados em regides acessiveis ao solvente (Figura
31).
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INTFVLKKEVSETQHGT 1L KVEYKGEDAPCK | PF STEDGQGKAHNGRL 1 TANPVVTKKEEPVN | EAEP PFGESNIV1GIGDKALK INWYRKG

Figura 31: Estrutura priméaria da proteina E (Modeller versao 9v4), ressaltando as estruturas
secundarias. Sublinhados estao indicados os epitopos identificados experimentalmente, cujo
epitopo especifico foi colorido de vermelho. Em destaque, a regido imunogénica cujos residuos
de aminoacidos encontravam-se no interior da molécula.

Proteina NS3

Para a proteina NS3, duas proteinas-molde (2V80 e 2783) foram selecionadas
para os DENV-1 e DENV-2 e apenas uma proteina molde (2V80) foi selecionada para
os DENV-3. As estruturas 2V80 e 2783 foram elucidadas por cristalografia de raio-x
para o virus Murray Valley e eram compostas por 445 residuos (Mancini et al., 2007). A
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identidade da proteina molde com os sorotipos dos DENV variaram entre 62 e 64% para
os DENV-1 e DENV-2, respectivamente, e 65% para os DENV-3.

O anexo 8 apresenta um alinhamento multiplo realizado entre as proteinas molde
e as proteinas NS3 dos DENV, destacando os motivos de seqiiéncia das atividades de
helicase, nucleosideo trifosfatase (NTPase) e RTPase, caracteristicos das proteinas
NS3.

Como as estruturas 2V80 e 2783 foram diferentes tridimensionalmente, a
modelagem para os DENV-1 e DENV-2 foi realizada utilizando um parametro avangado
no programa modeller, que realiza a construgdo de um modelo tridimensional a partir de
varias estruturas. Para os DENV-3, a construcdo do modelo tridimensional foi realizada
utilizando o parametro basico do programa modeller, cuja construcdo foi realizada a
partir de um Unico modelo (2V80).

Com o intuito de visualizar a localizagdo precisa dos dominios contendo os
motivos de sequiéncia responsaveis pelas atividades da proteina NS3, as regides

destacadas na Figura 31 foram também destacadas na estrutura tridimensional da
proteina NS3 do DENV-1 (Figura 32).

Figura 32: Localizacdo-3D dos dominios carboxi-terminais proteina NS3 do DENV-1, gerada por
modelagem por homologia. (A) Superficie molecular; (B) em fita (ribbon); Em destaque, os
motivos de seqUéncias das atividades de helicase, RTPase e NTPase da proteina NS3
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Os 175 residuos amino-terminais da proteina molde, por serem
conformacionalmente labeis, ndo foram elucidados e, portanto, os modelos obtidos para
as proteinas dos DENV-1 e DENV-2 apresentaram 443 residuos. Da mesma forma para
os DENV-3, a construgdo do modelo apresentou 428 residuos. Desta forma, na analise
dos epitopos identificados pela metodologia experimental (em destaque), através do
programa computacional swiss-pdb-viewer, dos onze epitopos identificados pelo teste de
reado cruzada para os DENV-1 (Quadro 4), a localizagao tridimensional dos quatro
primeiros nao pode ser destacada (Figura 33). Da mesma forma, para os DENV-2, dos
oito epitopos identificados, foram mapeados através do swiss-pdb-viewer cinco epitopos,
incluindo o epitopo especifico para este sorotipo (Vi702-L1711) (Figura 34). Para os
DENV-3, dos 24 epitopos identificados, 12 puderam ser mapeados no swiss-pdb-viewer,
incluindo um epitopo especifico para este sorotipo (Q1939-Q1951) (Figura 35). As regides
Ai600-P160s € V1701-My705, também foram identificadas como especificas para o DENV-3,

entretanto, ndo puderam ser mapeados através da estrutura tridimensional.
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Posicdo lateral Posicdo lateral

Figura 33: Estrutura-3D da proteina NS3 dos DENV-1 gerada por modelagem por homologia, destacando por cores os epitopos identificados pela
sintese paralela de peptideos em membranas. (A) Superficie molecular; (B) ribbon
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Posicdo lateral

Posicdo anterior

WT02-L17

Figura 34: Estrutura-3D da proteina NS3 dos DENV-2 gerada por modelagem por homologia, destacando por cores os epitopos identificados pela
sintese paralela de peptideos em membranas. (A) Superficie molecular; (B) ribbon; (C) epitopo especifico, com sua cadeia principal e lateral em

destaque
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Posicéo lateral Posigéo anterior
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Figura 35: Estrutura-3D da proteina NS3 dos DENV-3 gerada por modelagem por homologia, destacando por cores os epitopos identificados pela
sintese paralela de peptideos em membranas. (A) Superficie molecular; (B) ribbon; (C) epitopo especifico, com sua cadeia principal e lateral em

destaque
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Proteina NS5

A Ultima proteina modelada foi a NS5, cujo modelo disponivel no PDB, apresentou
identidade de 73% para os DENV-1, 91% para os DENV-2 e 70% para os DENV-3. A
proteina molde selecionada (2P3Q), elucidada por difracdo de raio X, apresenta 295
residuos e, portanto, dos 20 epitopos do DENV-1 identificados pelo teste de reacgéo
cruzada (Quadro 4), 6 puderam ser analisados através do programa swiss-pdb-viewer
(Figura 36). Para os DENV-2, dos 19 epitopos identificados, 5 puderam ser avaliados
(Figura 37) e para os DENV-3, dos 13 epitopos identificados neste estudo, 5 puderam
ser avaliados com relagédo a sua estrutura-3D (Figura 38).

O anexo 9 apresenta o alinhamento multiplo realizado entre os modelos
selecionados para a construcdo da estrutura tridimensional e as proteinas NS5 dos
DENV-1, DENV-2 e DENV-3.
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Posicéo anterior Posigdo posterior

— TZE

1800
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Figura 36: Estrutura-3D da proteina NS5 dos DENV-1 gerada pelo programa Modeller (versdo 9v4) e analisada através do programa Swiss-pdb-
viewer, destacando por cores 0s epitopos identificados experimentalmente. (A) Superficie molecular; (B) ribbon
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Posicdo lateral

Posicao anterior

qQ o

Figura 37: Estrutura-3D da proteina NS5 dos DENV-2 gerada pelo programa Modeller (versdo 9v4) e analisada através do programa Swiss-pdb-
viewer, destacando por cores os epitopos identificados experimentalmente. (A) Superficie molecular; (B) ribbon (C) epitopo especifico, com sua

cadeia principal e lateral em destaque
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Posicao anterior Posicdo lateral

RZEIT-1Z2711

KZEST-NZEEE

K2552-P2ZEZE

Figura 38: Estrutura-3D da proteina NS5 dos DENV-3 gerada pelo programa Modeller (versdo 9v4) e analisada através do programa Swiss-pdb-
viewer, destacando por cores os epitopos identificados experimentalmente. (A) Superficie molecular; (B) ribbon (C) epitopo especifico, com sua

cadeia principal e lateral em destaque
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A analise de cada sorotipo separadamente permitiu a verificacdo de que todos os
epitopos se apresentavam em regides acessiveis ao solvente (Figura 39). O epitopo
especifico para os DENV-2 estava localizado em regido de alga, quando visualizado em
sua estrutura-3D.

GPG{EEPV?‘\B TYGWNIVKIMSGKDVFYL PPEKCDTLLCDIGES S P SPTVEE SRT1 RVI.IG\-NE PEHQTNQFC IKVL\'PYMPTV | EHlE RJ.QRKHG('MLVR

NPLSRNS THEMYWI SNGTGN VASVNMVSRLLLNR F TMTHRRPT | EKDVDLGAGTRH

Figura 39: Estrutura primaria da proteina NS5 (Modeller versdo 9v4), ressaltando as estruturas
secundarias. Sublinhado em preto, encontra-se o epitopo do DENV-2 identificado neste estudo e
em vermelho, encontra-se o epitopo especifico, também do DENV-2
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6. DiscussAo
Nos ultimos anos, a situagcdo do dengue no pais tem desafiado a comunidade

cientifica, no intuito de buscar solucbes para o combate a expansao de surtos e
epidemias, ja que até o momento ndo esta disponivel uma vacina eficaz, nem foi descrita
uma terapia antiviral efetiva para dengue (WHO, 2002; Crance et al.,2003). Desta forma,
pesquisas relacionadas a virologia, epidemiologia e metodologias de diagndstico desta
infeccdo tém aumentado com o passar dos anos. Em particular, a Bioquimica sofreu
uma verdadeira revolucdo, principalmente devido aos avancos na area de Biologia
Molecular, que vem disponibilizando uma incrivel gama de informagbes sobre os
sistemas biolégicos. O surgimento da Era genémica permitiu, a partir de seqtiéncias de
DNA dos genes, deduzir a sequiéncia de aminoacidos das proteinas por elas codificadas
e, desta forma, contribuiu para elucidar a estrutura do genoma viral e auxiliar no
entendimento sobre a evolugdo molecular envolvendo estes virus (Dutt et al., 2000).
Entretanto, com a necessidade de obter informagbes ndo apenas da estrutura, mas
também saber como as proteinas operam para exercer suas funcgdes surgiu a Era
protebmica, e mais recentemente, as Eras peptiddmica e imundédmica, com metodologias
que permitem a sintese e andlise dos peptideos (Schrader et al., 2001; Soloviev et al.,
2005).

Dentre uma variedade de metodologias disponiveis para este fim, a sintese
paralela de peptideos em membranas vem se destacando, nas ultimas décadas, por sua
acessibilidade rapida e econémica de mapear sitios de interagdo em diversos sistemas,
incluindo a modificacao enzimatica de peptideos e reconhecimento proteina-proteina, na
preferéncia de substratos por enzimas, como quinases, proteases e fosfatases, além de
permitir a identificacdo de epitopos consecutivos, através da interacdo peptideos-
anticorpos, que é a sua aplicacao mais freqlente (Reineke et al.,1999; 2001; Hilpert et
al.,2007).

A identificacdo (ou mapeamento) de epitopos de uma proteina pode ser realizada
através da interacdo com moléculas derivadas do sistema imune, através da triagem de
toda a sequUéncia de aminoacidos que compdem a proteina em questdo, em um
processo chamado de mapeamento de epitopos. Esta interagdo ocorre através da
formacao de interacdes nao-covalentes entre os sitios existentes na porcao variavel dos
anticorpos (sitios ou paratopos) e regides discretas de um agente externo (epitopo).
Como descrito por Paige & Wu (1989), esta interacdo poderia ser vista como um sistema
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“chave-fechadura”, onde um paratopo reconhece uma regido especifica do agente
externo cuja estrutura seria diretamente complementar.

Durante uma infeccdo natural, a grande maioria dos anticorpos antigenos-
especificos é direcionada contra epitopos conformacao-dependente na estrutura nativa
(também denominados de epitopos ndo-consecutivos). Neste caso, para a sua ligacao
seria necessdaria uma interacao inter e intra-molecular que permitisse que aminoacidos
distantes na estrutura primaria se aproximassem para formar um determinante
antigénico. Entretanto, sabe-se que além dos epitopos nao-consecutivos, existem
aqueles cujos aminoacidos encontram-se dispostos consecutivamente na proteina. De
forma didatica, tais epitopos foram denominados de consecutivos, embora seja notorio
que epitopos consecutivos reconhecidos podem representar partes constituintes de
epitopos ndo consecutivos e vice-versa (Novotny et al., 1989; Laver et al.,1990; Cason,
1994).

Neste estudo, a sintese paralela de peptideos em membranas se mostrou
eficiente na identificacdo de epitopos responsaveis pelo desencadeamento da resposta
imune humoral dos DENV, em relacdo aos programas computacionais tradicionalmente
utilizados para a predicao de epitopos. A concordancia de 46,04%, 50,28% e 46,18%
para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3, respectivamente, observada pela comparacao dos
programas computacionais utilizados para a predicéo de epitopos, corrobora com o grau
de confianca geralmente estimado para a predicdo de epitopos através destes
programas (Novotny et al.,1986; Pontoppidan, et al., 2006), mesmo com a utilizacdo de
mais de uma metodologia para a confiabilidade dos resultados. Em contrapartida, a
utilizacdo da sintese paralela de peptideos em membranas permitiu a determinagéao
inequivoca de regides imunogénicas dos DENV através da sintese em microescala de

um grande numero de peptideos simultaneamente.

Um estudo inicial utilizando a estratégia composta por peptideos contendo 15
residuos com sobreposicao de 7 residuos gerou regides imunogénicas com tamanho
acima do esperado, pois de acordo com a literatura, epitopos consecutivos variam em
média de 5 a 20 residuos (Meloen, 2001; Enshell-Seijffers et al.,2003). Desta forma,
nova estratégia de sintese foi utilizada para o refinamento dos resultados, cujos
peptideos foram compostos por 10 residuos com sobreposicao de 5 residuos (Figuras
20, 21, 22 e Quadro 3). Os epitopos obtidos através da utilizacdo desta estratégia em
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sua maioria variaram entre 5 a 20 aminoacidos, com excecao de algumas regides

imunogénicas, que apresentaram numero maior de residuos.

A caracterizacao dos epitopos identificados neste estudo foi realizada através da
discriminacao entre epitopos especificos ao sorotipo (1, 2 ou 3) e epitopos especificos ao
grupo dengue e/ou a familia Flaviviridae, através de testes de reac¢do cruzada utilizando
mistura de soros com dengue e com outras patologias e, pela analise da estrutura
tridimensional dos epitopos identificados.

De forma didética, a discussao dos resultados obtidos neste estudo foi realizada
de acordo com cada proteina dos DENV.

Proteina C

A primeira proteina a ser sintetizada foi a proteina C, que é uma importante
proteina estrutural envolvida na maturacdo da particula viral, na apoptose de células
hospedeiras e no interior da particula viral e que estd envolvida na montagem do
nucleocapsideo (Lindenbach & Rice, 2001; Wang et al.,2002; Zhu et al., 2007).

A identificacdo de epitopos através da sintese paralela de peptideos em
membranas, seguido da triagem empregando mistura de soros de pacientes com o
mesmo sorotipo de dengue, permitiu a identificacdo de 4 regides imunogénicas para
cada um dos 3 sorotipos dos DENV circulantes no pais (Quadro 3). De acordo com os
resultados obtidos, todos os epitopos identificados reagiram cruzadamente com os
sorotipos circulantes no pais, quando utilizado mistura de soros de pacientes infectados
com dengue. Além disso, ndo reagiram utilizando mistura de outros membros da familia,
nem quando submetidos a avaliacédo utilizando mistura de soros de pacientes com outras
patologias, embora as regides K7-Sy; € Sgg-Rog do DENV-1 identificadas neste estudo
(Quadros 3 e 4) corresponderam as sequiéncias imunogénicas previamente identificadas
desta proteina para os virus da encefalite japonesa (JEV) (Huang et al.,1996).

Em outro estudo (AnandaRao et al., 2005), baseado em analises computacionais
da proteina C do DENV-2, das 3 regides identificadas como imunogénicas utilizando
soros de pacientes (N2-Nig, Rg-Rss € Mog1-Rgg), duas corresponderam a regides
determinadas neste estudo (Kg-Q27 € Ngg-l105). A terceira regido (Rs2-Rss) descrita por
AnandaRao e colaboradores (2005), localizava-se uma regidao de alfa-hélice na
superficie da molécula, cuja cadeia lateral do residuo Fgs4 encontrava-se localizada

internamente (dados nado mostrados). Visto que a identificacdo desta seqliéncia foi
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baseada em parametros de hidrofilicidade, em nosso estudo, esta seqiiéncia foi
contemplada apenas na predicdo de epitopos empregando o parametro de
antigenicidade (Jameson & Wolf), que leva em consideracao as propriedades fisico-
quimicas dos aminoacidos, incluindo a escala Kyte e Doolittle, utilizada pelos autores.

Analises tridimensionais da proteina C permitiram verificar que todos os epitopos
identificados neste estudo estavam localizados na regiao de alfa hélice ou alga, expostos
na superficie do dimero do capsideo viral, sendo uma caracteristica importante para a
localizacao tridimensional de um epitopo imunogénico.

Em virtude de ndo ser encontrada informacgao na literatura relacionada aos demais
epitopos identificados neste estudo, esta constitui a primeira descricdo completa de
epitopos da proteina C dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 circulantes no pais.

Proteina prM/M

Na literatura, pouca informacao a respeito da antigenicidade da proteina prM/M
dos DENV tem sido descrita. Em nosso estudo, testes de reacdo cruzada com mistura
de soros de pacientes infectados por cada sorotipo dos DENV permitiu a identificacdo de
4 regides imunogénicas para os DENV-1, 4 para os DENV-2 e 4 para os DENV-3
(Quadro 4).

Segundo Vasquez e colaboradores (2002), duas regides (L117-V1as5; Lo17-E23s)
foram responsaveis por induzir respostas de anticorpos neutralizantes utilizando soros
policlonais anti-DENV-2. Nossos resultados corroboram com tal afirmacao, com excecéo
da regiao l127-G34 do DENV-3, que reagiu somente com o DENV-2 e DENV-3, mas nao
houve reagdo com o DENV-1. Desta forma, esta regido ndo foi considerada como
epitopo de reacdo cruzada para os 3 sorotipos dos DENV, visto que reacdes falso
negativas poderiam ocorrer caso este epitopo fosse utilizado em testes de diagnostico
DENV especificos. Uma andlise mais abrangente dos epitopos identificados por
Vasquez e colaboradores nos permitiram verificar a existéncia da regiao Fi15-Vi28 do
DENV-2, identificada em nossos resultados como reagente para os 3 sorotipos. Desta
forma, & provavel que a regido responsavel por induzir respostas de anticorpos
neutralizantes para o DENV-2 apresente tamanho de peptideo menor que o descrito,
sendo composto apenas pela regido Fq15-Vizs.

Em virtude dos resultados obtidos neste estudo, todos os epitopos reagentes para
os 3 sorotipos dos DENV identificados para a proteina prM/M poderiam ser Uteis para o
diagnéstico especifico de dengue.
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Proteina E

A proteina E é uma proteina de aproximadamente 500 aminoacidos, no qual os
400 residuos N-terminais formam o ectodominio, que é dividido em dominio I, Il e llI
(Modis et al., 2003). Em termos dos DENV, o dominio Il elicita anticorpos neutralizantes
predominantemente DENV-especificos e que sao efetivos em termos de bloqueio de
adsorcao viral em células suscetiveis (Gromowski & Barrett, 2007).

Comparado com outros Flavivirus, muito pouco tem sido reportado com relagao a
identificacdo de epitopos que desencadeiam a resposta imune humoral da proteina E
dos DENV. A maioria dos epitopos identificados para os DENV-1, DENV-2 e DENV-3
baseiam-se no emprego de anticorpos monoclonais e sdo descritos como nao-
consecutivos (Innis et al.,1989; Aaskov et al.,1989; Mason et al.,1989; Megret et
al.,1992;Trirawatanapong et al.. 1992; Lin et al.,1994; Hiramatsu et al.,1996; Roehrig et
al.,1990; Lok et al.,2001; Serafin & Aaskov, 2001; Thullier et al.,2001), embora, a
existéncia de epitopos consecutivos, utilizando soros de pacientes, também tenha sido
relatada na literatura.

Roehrig e colaboradores (1998) definiram 4 regides antigénicas dos DENV-2 que
poderiam elicitar reagdo com anticorpos de individuos infectados. Duas destas regides
(Ks1e-T3ss € les-Eeag) elicitaram baixos niveis de anticorpos neutralizantes in vivo,
enquanto que como anti-peptideos, as outras regides (Ksszs-Qaoo € Gso3-Qs3s) reagiriam
melhor com o virus, que quando expostas ao tratamento com pH acido. Nossos
resultados foram capazes de elicitar resposta utilizando soros de pacientes com dengue
em todos os epitopos descritos por Roehrig e colaboradores (1998), inclusive discriminou
em detalhes os epitopos imunogénicos. A regido Gsos-Qsss, descrita como reativa para
os DENV, na verdade compreende duas pequenas regides imunorreativas Ssoo-Ts16 €
Ks21-Qs28. Além disso, para a regido Ksss-Quaoo descrita como reativa utilizando soros de
pacientes com dengue, neste estudo, identificamos a existéncia de trés regides (ls71-
Mazs, V377-Csss, Gase-Cages), Sendo duas delas especificas para os DENV-2 (l371-Ms7g, Gasg-
C396)-

A regidao Vj377-Csgs, apresenta uma seqiéncia hidrofdbica conservada entre os
Flavivirus, presente no dominio Il da glicoproteina E do DENV-2, sendo estes essenciais
para a interacdo entre a membrana do virus e da célula hospedeira (Modis et al.,2003;
Modis et al.,2004; Zhang et al.,2003). Esta regiao foi identificada neste estudo e reagiu
cruzadamente com os sorotipos dos DENV, além de reagir com mistura de soros de
voluntarios vacinados para a febre amarela (Quadro 5), mas nao reagiu com soros de
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pacientes com outras metodologias, sugerindo que esta regido seja especifica aos
Flavivirus e seria um bom candidato em testes de diagnésticos flavivirus-especificos.

Um estudo demonstrou a existéncia de um polipeptidio recombinante na proteina
E reativa em soros de pacientes com dengue, através do ELISA (Dos Santos et al.,
2004). Nossos resultados corroboraram com este estudo, demonstrando evidéncia
definitiva da ocorréncia de anticorpos anti-E em soros de pacientes com dengue. A
regidao nucleotidica compreendida entre a posicao 1093-1114 e 1564-1585 do DENV-2,
correspondeu a sequéncia de aminoacidos P333-L4gs €m nosso estudo, sendo possivel
identificar um total de 7 regides reativas (Rss3-Dsg7, 1371-Cass, Gasg-Cage,Cao1-Ea27, Vazi-
Hass, Lass-Maes, Pas7-Lags), das quais 5 regides foram comuns aos 3 sorotipos dos DENV
(V377-Casgs, Ca01-Na14, Vaoo-Ea27, Vaz1-Hass, Pas7-Naz4) € 2 regides foram especificas para os
DENV-2 (G3go-Cags € Lass-Maes).

Os resultados obtidos neste estudo, além de corroborar com resultados
previamente descritos na literatura, identificou novas regiées imunogénicas, constituindo
a primeira descricado completa de epitopos consecutivos da proteina E dos DENV. Dos
18 epitopos identificados para os DENV-1, 15 epitopos reagiram cruzadamente para os 3
sorotipos e apenas 1 epitopo foi descrito como especificos para este sorotipo (Quadro 4).
Os 2 epitopos restantes pareceram ndo induzir resposta humoral significativa nos
pacientes com dengue 2 e/ou 3, sugerindo que nao seriam indicados para a utilizagao no
diagnéstico e também pouco imunogénicos nas circunstancias de uma infeccao natural
por dengue. Da mesma forma, dos 15 epitopos para os DENV-2, 10 reagiram
cruzadamente com os 3 sorotipos e 4 foram especificos e, para os DENV-3, dos 19
epitopos identificados, 9 reagiram cruzadamente para os 3 sorotipos e 2 foram
considerados como especificos a este sorotipo (Quadro 4).

Tais resultados sdo Uteis para o desenvolvimento de novos testes de diagnéstico
para dengue, assim como auxiliam no aprimoramento de testes de diagnosticos ja
existentes para estes virus, tornando-os mais especificos na identificacdo de casos

suspeitos de dengue.

Proteina NS1

A glicoproteina nao-estrutural NS1 é expressa em células de mamiferos
associada a membrana, sendo sua forma secretada altamente conservada nos quatro
sorotipos (Flamand et al.,1999). Nas ultimas décadas, esta proteina tem sido utilizada

no desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos para a sua deteccdo especifica em
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soros de pacientes suspeitos de infeccao por dengue, ja que sua forma hexamérica foi
encontrada em soros de pacientes com dengue até o nono dia de doencga (Falconar,
1997; Flamand et al.,1999, Young et al.,2000, Alcon et al., 2002, Xu et al.,2006; Dussart
et al.,2006; Kumarasamy et al., 2007; Sekaran et al., 2007; Blacksell et al., 2007;
Lapphra et al.,2008; Chuansumrit et al., 2008; Phuong et al.,2009; Chaiyaratana et al.,
2009; Hang et al., 2009). Além disso, tem sido sugerido que esta proteina apresente
papel definitivo na patogénese do DHF, devido a reacdo cruzada de anticorpos geradas
contra a proteina NS1, podendo conferir a protecdo contra os DENV (Schlesinger et
al.,1993; Falconar et al.,1997; Valdés et al.,2000). Desta forma, a identificacdo de
epitopos da proteina NS1 capazes de desencadear a resposta imune humoral em soros
de pacientes com dengue € de grande valia.

Apesar de poucos estudos serem encontrados na literatura envolvendo a resposta
imunolégica a epitopos desta proteina, estudos prévios sugerem que os determinantes
antigénicos possam reagir cruzadamente com a proteina NS1 (Russel et al.,1970;
Schlesinger et al.,1985). Neste estudo, testes de reacao cruzada empregando mistura
de soros de pacientes com dengue, permitiram verificar que dos 10 epitopos
identificados para os DENV-1, 8 epitopos foram comuns aos 3 sorotipos dos DENV. Da
mesma forma, dos 8 epitopos identificados para os DENV-2, 5 apresentaram reatividade
cruzada e para os DENV-3, 6 dos 10 epitopos identificados também reagiram para os 3
sorotipos (Quadro 4). Testes de reacdo cruzada empregando soros de individuos
vacinados para febre amarela demonstraram que apenas um epitopo (M1106-P1110) reagiu
cruzadamente (Quadro 5). Tal fato ndo ocorreu quando empregado soros de pacientes
com outras patologias, sugerindo que tais epitopos possam ser utilizados em testes de
diagnéstico especificos para dengue e para os Flavivirus, respectivamente.

Wu e colaboradores (2003) descreveram através da metodologia de phage-
display, a regiao imunogénica 887-HKYSWK-891 do DENV-2. Entretanto, a utilizagcao de
soros de pacientes com dengue nao reagiu com a seqiéncia descrita neste estudo. Este
fato pode ser explicado pela metodologia utilizada, pois estudos prévios sugerem que as
seqliéncias consensos obtidas através da metodologia de phage-display podem nao ser
encontradas em sequéncias de antigenos naturais (Felici et al.,(1993; Folgori et al.,1994;
Wu et al, 2001). Em outro estudo, Chan & Guan (1994) descrevem epitopos
consecutivos identificados pela metodologia de PEPSCAN, que reagiram com soros de
pacientes com dengue. Dos 3 epitopos localizados na regido Ggzs-Nogs, Gio24-Y1031 €
Qi03s-G1o46, apenas a regiao compreendida entre Ggrs-Ngos dos DENV-2, nao
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correspondeu a reagao especifica do DENV-2, mas reagiu cruzadamente para os DENV-
1 e DENV-3 (Tabela 6).

Dos Santos e colaboradores (2004) demonstraram a existéncia de um polipeptidio
recombinante na proteina NS1-NS2a reativa em soros de pacientes com dengue,
através do ELISA. Esta regido compreendeu a seqliéncia de aminoacidos Sg7¢-K1155 do
DENV-2 e os resultados obtidos neste estudo corroboram com este estudo e sugerem a
existéncia de inuUmeras regides que poderiam contribuir para a reatividade no ELISA.
Tais regides estariam localizadas nas posicoes Ag79-Doss, Ti037-H1o44 © Mi10s-E1117
(Quadro 3), sendo a primeira reativa aos 3 sorotipos dos DENV (Quadro 4).

Ainda para esta proteina, foi possivel a identificacdo de 1 epitopo especifico ao
DENV-1 (Sgg2-Kse7), 1 epitopo especifico ao DENV-2 (Pgi1-Kg1g) € 2 epitopos especificos
ao DENV-3 (Lgs7-Ks74 € Fgos-To13), constituindo a primeira descricdo completa de epitopos
imunogénicos da proteina NS1 reativos ao grupo dengue e especificos a cada sorotipo
viral. A localizacdo tridimensional dos epitopos identificados para esta proteina neste
estudo nao foi possivel, devido a auséncia de estruturas tridimensionais, que pudessem

atuar como base para a modelagem da proteina-alvo.

Proteinas NS2a, NS2b, NS4a e NS4b

Informacdes sobre as proteinas que desencadeiam resposta imune humoral das
proteinas NS2a, NS2b e NS4b sdo ausentes na literatura. Em geral, os estudos
descritos tentam associar funcées a estas proteinas e até o momento, seu papel na
replicacdo viral é ainda incerto. Sugere-se que a proteina NS2a, seja alvo viral a ligacéo
de organelas citoplasmaticas, durante a replicacdo viral e a NS4b poderia modular a
replicacdo viral via interacao com a proteina NS3 (Umareddy et al.,2006).

Nossos estudos demonstraram a existencia de 7 epitopos comuns aos 3 sorotipos
dos DENV para a proteina NS2a e 1 epitopo especifico para os DENV-1 (Quadro 4). Da
mesma forma, para as proteinas NS2b e NS4b foram verificados a existencia de 8 e 11
epitopos comuns aos 3 sorotipos dos DENV, respectivamente (Quadro 4).

Observacoes sobre a proteina NS4a do virus Kunjin, membro da Familia
Flaviviridae, sugerem seu envolvimento em alguns passos da replicagdo viral,
possivelmente através de componentes ancoradores da replicase em membranas
intracelulares (Mackezine et al.,1998). Mais recentemente, Miller e colaboradores (2007)
descreveram que a proteina NS4a encontrava-se estritamente associada com a

membrana celular do hospedeiro, mesmo na auséncia do fragmento 2K que é descrito
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como sequéncia sinal para a translocacao da proteina no reticulo endoplasmatico. Em
concordancia com AnandaRao e colaboradores (2005) e Miller e colaboradores (2007),
soros de pacientes com infeccao por DENV-2 contém anticorpos NS4a-especificos.

Segundo AnandaRao e colaboradores (2005), uma comparacao com seqiéncias
de outros flavivirus como febre amarela e virus da encefalite japonesa, demonstraram
que a regiao Asi23-Ho126 definida da proteina NS4a para os DENV-2, pertencia somente
ao grupo dengue. Neste estudo, esta seqiéncia fez parte de uma sequiéncia maior,
composta pelos residuos 2123-A(V)LHT(N)A(S)EA(H/G)-2130, que foi reativa apenas
para os DENV-2 e DENV-3, mas nao reagiu para os DENV-1, utilizando mistura de soros
de pacientes com dengue. Da mesma forma, a sequiéncia Ya135-E2140, definida como
reativa para os DENV-2 através da producdo de peptideos recombinantes, reagiu de
forma cruzada para os DENV-1 e DENV-2, mas nao reagiu para os DENV-3 em nosso
estudo, o que indica que tais regides nao seriam boas candidatas para o
desenvolvimento de testes de diagnostico dengue - especifico. Em contrapartida,
nossos resultados demonstraram a existéncia de 5 regides reativas para a proteina
NS4a dos 3 sorotipos dos DENV utilizando misturas de soros de pacientes com dengue
apresentando altos niveis de IgG, duas destas seqliéncias provenientes do sorotipo 1,
enquanto as sequUéncias restantes foram provenientes do sorotipo 3. Além disso, foi
identificada uma sequéncia especifica para o sorotipo 2 (Szogs-L2101), que poderia ser Util
no desenvolvimento de testes sorotipo especificos (Quadro 4).

Proteina NS3

A proteina NS3 é uma proteina que pertence ao complexo replicase dos DENV,
cujas funcdes, apesar de extensivamente estudadas, sdo ainda apenas sugeridas na
literatura. A atividade de serinil-proteases tem sido sugerida na por¢cado amino-terminal,
localizada nos primeiros 180 residuos da proteina (Chambers et al.,, 1990; Falgout et
al.,1991; Wengler et al.,1991; Zhang et al.,1992).

As serinil-proteases sdao uma das proteases mais estudadas, onde estudos de
biologia molecular e bioquimicos tem extensivamente documentado a existéncia de uma
regiao catalitica, também chamada de triade catalitica, composta pelos residuos D1sso-
His00-S1610 (Murthy et al.,1999).

A porcao carboxi-terminal da proteina NS3 tem sido predita e implicada em trés
atividades enzimaticas: helicase, nucleotideo 5’-trifosfatase (NTPase) e RTPase
(Gorbalenya et al.,1989; Suzich et al.,(1993; Warrener et al.,1993; Li et al.,1999; Borowski
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et al.,2001; Bartelma & Padmanabhan, 2002). O dominio minimo da helicase e NTPase
foi reportado ter inicio entre os residuos 1635 e 1655, estendendo-se a toda regido
carboxi-terminal (Li et al.,1999).

Neste estudo, o modelo selecionado para a construcdo de estruturas
tridimensionais foi constituido por uma proteina com atividade de helicase e, portanto, os
175 residuos amino-terminal da proteina molde, ndo foram elucidados. Desta forma, a
triade catalitica ndo pode ser visualizada, porém, os residuos responsaveis pelas
atividades de helicase, NTPase e RTPase puderam ser visualizados (Figura 32). Todas
as regides, apesar de distantes em sua estrutura primaria comportaram-se como um
“cluster”, sendo constituidas por regiées tridimensionalmente préximas, que é uma
caracteristica descrita para esta regido (Benarroch et al.,2004; Mancini et al.,2007;
Rosales-Léon et al.,2007).

Praticamente todos os estudos envolvendo a proteina NS3 baseiam-se na busca
por atividades biologicas e sua interagdo com antivirais. Desta forma, a identificacdo de
sequéncias imunogénicas responsaveis pelo desencadeamento de resposta humoral,
poderia contribuir para a compreensdao das atividades enzimaticas desta proteina,
podendo ser uma ferramenta importante na busca por um tratamento especifico para
esta doenca.

Neste estudo, através da sintese paralela de peptideos em membranas, um total
de 64 epitopos foram descritos, dos quais 18 foram identificados para os DENV-1, 26
para os DENV-2 e 20 para os DENV-3 (Quadro 3). Estudos de reacao cruzada com
soros de pacientes com outros sorotipos dos DENV permitiram a identificacdo de 11
epitopos comuns aos 3 sorotipos para os DENV-1, 7 epitopos comuns aos 3 sorotipos
para os DENV-2 e 21 epitopos comuns aos 3 sorotipos para os DENV-3 (Quadro 4).
Além disso, foi verificada a existéncia de 1 epitopo especifico para os DENV-2 (V70z-
Li711), e 3 epitopos especificos para os DENV-3 (A1s00-P1605, V1701-M1705 € Q1939-Q1951) —
Quadro 4.

O papel da reacao cruzada envolvendo células T e B em infec¢cdes causadas
pelos DENV ainda é motivo de especulacdées. Entretanto, estudos revelam que os
peptideos capazes de desencadear resposta imune humoral poderiam atuar como
componentes de uma vacina viral, ja que os linfécitos T CD4 necessitam da ativacao e
proliferacdo de células humorais para o0 desencadeamento da resposta imune.
Alternativamente, se a resposta de anticorpos estivesse ligada a ativacao de células T
CD4 e se tais peptideos pudessem funcionar como epitopos de células T CD4 ativas,
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tais peptideos poderiam ser utilizados para desencadear a resposta imune (Roehrig et
al.,1994; Janeway et al.,2001).

Kurane e colaboradores (1998) identificaram um epitopo reconhecido por clones
de linfocito T CD4 e CD8 que reagiu cruzadamente com os sorotipos DENV-2, DENV-3 e
DENV-4. Esta regiao foi compreendida entre Ti700-A1710. Curiosamente em nosso
estudo, esta regiao foi considerada especifica para os DENV-2 e DENV-3 e da mesma
forma como descrito por Kurane et al. (1998), ndo apresentou reacdo com soros de
pacientes infectados por DENV-1. Tais epitopos seriam bons candidatos a vacinas, se
reagissem com os 4 sorotipos dos DENV, mas podem auxiliar na compreensao da

resposta imunolégica envolvendo tais proteinas.

Proteina NS5

A proteina NS5 é considerada a proteina mais conservada dos flavivirus e por
apresentar similaridade do motivo GDD, encontrado em sequéncias RNA-dependentes
de RNA-polimerase (RdRp) de outros virus RNA fita positiva com esta funcéo, tem sido
implicada como sendo a polimerase viral (Bruenn, 1991). Nos DENV, este dominio
catalitico esta localizado na regido 2762-3395 e contem seis motivos de sequiéncias na
regido C-terminal, identificados neste estudo como K2962-12967, A3025-G3030, Q3091-
T3107, 13154-D3157, L3175-K3180 e C3203-R3223.

Todos os estudos descritos na literatura envolvendo a proteina NS5 baseiam-se
na determinacao de atividades biolégicas desta proteina e seu papel na replicagcéo viral.
Desta forma, este estudo constitui a primeira descricdo envolvendo a identificagdo de
epitopos responsaveis pelo desencadeamento da resposta imune humoral da proteina
NS5.

Através da sintese paralela de peptideos em membranas, um total de 80 epitopos
foi descrito, sendo 24 para os DENV-1, 27 para os DENV-2 e 29 para os DENV-3
(Quadro 3). Estudos de reacéo cruzada envolvendo mistura de soros de pacientes com
outros sorotipos dos DENV identificaram 20 epitopos dos DENV-1 comuns aos 3
sorotipos dos DENV, 17 epitopos dos DENV-2 e 11 epitopos dos DENV-3 que reagiram
cruzadamente com mistura de soros infectados por outros sorotipos de dengue. Através
desta metodologia também foi possivel a identificacao de 2 epitopos especificos para os
DENV-2 (Log19-F2626 € Magi3-Log21) € 2 para 0s DENV-3 (Tass0-12541 € 13031-E3040) — Quadro
4,

111

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

Analises da estrutura tridimensional da proteina NS5 dos 3 sorotipos dos DENV
permitiram verificar que os epitopos analisados estavam localizados na superficie da
molécula, em regido acessivel ao solvente (Figuras 34, 35 e 36).

Testes empregando mistura de soros de individuos vacinados para febre amarela
identificaram 3 epitopos de reacéo cruzada (P2sgg-W2710, Qz091-V309s € Rai51-D3is8), 0 que
sugere sua utilizagdo em testes de diagndstico género-especificos (Quadro 5).

7. CONCLUSOES

- Este estudo constituiu a primeira descricdo completa de epitopos de todas as proteinas
estruturais e ndo estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

- A sintese paralela de peptideos em membrana demonstrou ser uma metodologia
altamente eficaz no mapeamento de epitopos, onde foi possivel identificar um total de 96
epitopos para os DENV-1, 103 para os DENV-2 e 107 epitopos para os DENV-3.

- A comparagdo dos resultados obtidos pela sintese paralela de peptideos em
membranas com a utilizacdo de programas computacionais para a identificacdo de
regibes com propensdo a imunogenicidade demonstrou a preeminéncia da sintese
paralela, visto que permitiu de maneira inequivoca a determinagao de um grande numero
de regides imunogénicas dos DENV simultaneamente.

- A utilizacdo de misturas de soros de pacientes com DENV-1, DENV-2 e DENV-3 em
testes de reagdo cruzada inter-sorotipos identificou um total de 71 epitopos comuns aos
3 sorotipos para os DENV-1, 56 para os DENV-2 e 70 para os DENV-3. Tais epitopos
podem ser utilizados no desenvolvimento de diagnésticos grupos-especificos, além de
auxiliar no planejamento racional de futuras vacinas para dengue.

- Da mesma forma, foi possivel a identificacdo de 3 regides imunogénicas especificas
para os DENV-1, 9 para os DENV-2 e 11 para os DENV-3, sugerindo a sua utilizagao no
desenvolvimento de metodologias de diagndstico sorotipos-especificos, além de
contribuir para a compreensao da resposta imunoldgica de cada sorotipo dos DENV.

- A utilizagcdo de uma mistura de soros de vacinados para febre amarela, seguido da
homologia de seqiéncia com outros membros do género Flavivirus, permitiram a
identificagdo de 9 regides comuns, que podem ser utilizadas no desenvolvimento de
metodologias de diagndsticos género-especificos. Além disso, a utilizacdo de mistura de
soros de pacientes com outras patologias, devido a auséncia de reacdo cruzada com
qualquer epitopo identificado neste estudo comprova a especificidade dos resultados.
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- Os resultados obtidos neste estudo abrem novas perspectivas com relacdo a
patogenia da doenca, que é um dos grandes problemas relacionados ao dengue.
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Anexo 1: Regibes propensas ao reconhecimento por anticorpos para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, baseado em parametros de
estrutura secundaria, acessibilidade e solubilidade.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas | Posicéao Seqiiéncia Posicao | Posicao Segjiéncia Posicao | Posicao Segiiéncia Posicao
inicial final inicial final inicial final
3 NQRKKTGRPSF 13 40 GRGP 43 3 NQRKKTGKPS 12
24 STGS 27 59 IPPTA 63 24 STGS 27
o] 34 SKGLLSGQGP 43 73 KKSK 76 34 SKGLLNGQGP 43
58 AIPPTA 63 97 RRRRT 101 57 LAIPPTA 63
69 WSSFKKNG 76 73 KKSG 76
119 TRGGEP 124 119 TRNGEP 124 119 SRDGE 123
141 TSGGVNM 147 172 QNEPEDIDCWCNSTST 187 141 TASGIN 146
orM-M 174 EPDD 177 192 GTCTTTGE 199 167 CPHI 170
191 YGTCSQTGEHRRDKRS 206 244 HPGF 247 191 YGTCNQ 196
225 MSSEGA 230 244 HPGF 247
243 RHPGF 247 258 IGTSL 262
287 GNRDF 291 287 SNRDF 291 287 GNRDF 291
294 GLSGA 298 295 VSGGS 299 295 LSGA 298
307 HGSC 310 307 HGSC 310 307 HGGC 310
315 AKNKPTL 321 316 KNKPT 320 317 NKPTL 321
346 SNTTTDSRCPTQGE 359 347 NTTTESRCPTQGEPSL 362 349 TTDSRCPTQ 357
378 DRGWGNGCG 386 378 RGWGNGCG 386 378 DRGWGNGCG 386
389 GKGS 392 389 GKGG 392 389 GKGS 392
415 LKYS 418 422 TPHSG 426 424 HTGDQHQVGNETQG 437
424 HTGDQHQVGNETTE 437 434 DTGK 437 454 PEYGT 458
£ 446 PQAPTS 451 445 TPQSS 449 464 SPRTGL 469
456 TDYG 459 456 TGYG 459 494 LPLPWTSGATTETPT 508
465 CSPRTGLD 472 466 SPRTGL 471 550 NSGGT 554
496 LPLPWSGASTSQETWNR 513 496 LPLPWLPGADTQGSNW 511 616 STEDGQGKAHNGR 628
552 TSGT 555 553 SSGN 556 649 PPFGESNI 656
607 EGTDAPCK 614 576 GMSY 579 671 RKGSSI 676
621 DEKGVTQNG 629 595 TQHG 598 699 DFGSVGG 705
643 KPVNIETEPPFG 654 607 EGDGSPCK 614 746 LNSKNTSMSFSC 757
673 KKGSSIG 679 640 EKDSP 644
701 DFGSIGG 707 651 PPFGDSYI 658
748 LNSRSTS 754 663 EPGQ 666

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

139



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

Anexo 1 (continuacdo): Regides propensas ao reconhecimento por anticorpos para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, baseado em
parametros de estrutura secundaria, acessibilidade e solubilidade.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas P.o?icl,‘éo Seqiiéncia Po.sigéo P.o?icl,‘éo Seqiiéncia Po.sigéo P.o?icl,‘éo Seqiiéncia Po.sigéo
inicial final inicial final inicial final
673 KKGSSIGQ 680
E 701 DFGSLGG 707
748 MNSRSTS 754
776 DSGC 779 789 KCGSG 793 787 KCGSG 791
783 WKGRELKCGSG 793 797 TDNVH 801 811 SPKR 814
808 KFQADSPKR 816 808 KFQPESPSK 816 873 GKRTLTP 879
866 GNANG 870 875 GKRSLRPQPTELKYS 889 902 QNSSF 906
886 HKYSWKSWGKA 896 911 DGPET 915 909 DGPNTPECPSA 919
911 DGPDTPECPDE 921 918 CPNTNRAWNS 927 930 DYGF 933
931 EDYGF 935 998 CHWPKSHTLWSNGV 1011 978 QKNGSW 983
NS1 946 LRDSYT 951 1019  PKNFAGPVSQHNYRPGY 1035 996 CTWPKSHTLWSNGV 1009
954 CDHR 957 1041 GPWH 1044 1017 PKSLAGPISQHNHRPGY 1033
998 CIWPKSHTLWSNGV 1011 1064 EDCGNRGPSL 1073 1039 GPWHL 1043
1021 MYGGPISQHNYRPGY 1035 1078 ASGK 1081 1061 TENCGTRGPSL 1071
1040 AGPWHL 1045 1086 WCCRSCTL 1093 1076 VSGK 1079
1065 HCGSRGPSL 1073 1099 RGEDGCW 1105 1084 WCCRSCTLPPLR 1095
1088 CRSCT 1092
1096 LRFRGEDGCW 1105
1126 SAGSGEVDSFS 1136 1173 GNMSF 1177 1126 GSGK 1129
1154 WSGK 1157 1239 SQST 1242 1169 LSGQ 1172
1191 ASDKMGMGT 1199 1312 SQQKTDW 1318 1186 GSNASD 1191
1223 LTSRE 1227 1327 GLNPTA 1332 1221 LTSREN 1226
NS2a 1243 LPNS 1246 1340 RTSKKRS 1346 1310 SMRKTDW 1316
1268 QPHQ 1271
1310 STTSQK 1315
1324 GSFG 1327
1342 WGRK 1345
1346 SWPLNEGI 1353 1367 LKND 1370 1344 RRSWPLNEGV 1351
1367 LKND 1370 1412 ISGSSP 1417 1365 LRND 1368
NS2b 1390 SGSSA 1394 1424 SEDG 1427 1389 GTSA 1392
1412 HSGTSHN 1418 1468 QKQTQR 1473
1471 KKKQR 1475
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Anexo 1 (continuacdo): Regides propensas ao reconhecimento por anticorpos para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, baseado em
parametros de estrutura secundaria, acessibilidade e solubilidade.

DENV-1 DENV-2 DENV-3

Proteinas P.o?ig:;éo Seqiiéncia Po.sigéo P.o?icl,‘éo Segjiéncia Po.sigéo P.o?icl,‘éo Seqiiéncia Po.sigéo
inicial final inicial final inicial final
1481 DTPSPP 1486 1482 VPSPPP 1487 1480 VPSPPET 1486
15083 RGLLGRSQ 1510 1535 HRGKRIEPSW 1544 1526 TRGA 1529
1554 YGGGWRFQGSWNTGE 1568 1555 GGGWK 1559 1534 NGK 1536
1576 EPGKNPK 1582 1576 EPGKNPRA 1583 1553 GGGW 1556
1589 GTFKTPEG 1596 1594 NTGT 1597 1560 AQWQKGEE 1567
1606 KPGTSGSPIVNREGK 1620 1606 SPGTSGSP 1613 1575 PGKNPKN 1581
1646 SQEGPLP 1652 1616 DRKG 1619 1585 MPGT 1588
1670 HPGSGK 1675 1646 SIEDNPEI 1653 1592 TTGE 1595
1725 SEHTGR 1730 1669 HPGA 1672 1604 KPGTSGSP 1611
1747 SPVRVPNY 1754 1726 HTGR 1729 1642 NAEPDGP 1648
1793 TPPGSV 1798 1792 TPPGSRDPFPQSNAPI 1807 1668 HPGSGK 1673
1801 FPQSNA 1806 1818 SWNSGHE 1824 1719 TATKSEHTGR 1728

NS3 1815 IPERSWNSGYD 1825 1829 FKGK 1832 1790 ATPPGT 1795
1830 FPGK 1833 1841 KAGNDI 1846 1801 QSNAPI 1806
1840 SIKSGND 1846 1851 RKNG 1854 1816 RSWNSGNE 1823
1852 RKNG 1855 1863 KTFDSEY 1869 1850 RKNG 1853
1863 RKTFDTEYQKTKNNDW 1878 1874 TNDW 1877 1861 RKTF 1864
1901 PRRC 1904 1899 DPRRC 1903 1871 TKLNDW 1876
1912 DGPER 1916 1937 GRNPRNENDQY 1947 1898 DPRRC 1902
1938 GRNQNKEGDQ 1947 1973 INTPEG 1978 1910 DGPER 1914
1953 QPLNNDE 1959 2013 RRGDL 2017 1931  RRGRVGRNPQKENDQY 1946
1973 NINTPEG 1979 2029 GINYADRRWCFDGIKNN 2045 1951 QPLNNDE 1957
2014 RRGDL 2018 2076 YSDP 2079 1972 INTPEG 1977
2031 FQYSDRRWCFDGERNNQ 2047 2012 RRGDL 2016
2066 KLRPRW 2071 2033 DRKWCFDGERNNQ 2045
2076 TYSDP 2080 2074 TYSDP 2078
2092 GRRSVSGD 2099 2104 GRLP 2107 2127 EHGGR 2131
2168 SGKGLGKTS 2176 2166 MSGKGI 2171 2167 GKGIGKTS 2174
NS4a 2214 IPEPDRQR 2221 2194 QPHW 2197 2183 SSGM 2186
2222 TPQDN 2226 2219 QRT 2221 2220 AIVLE 2224
2222 PQDN 2225

141

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

Anexo 1 (continuacdo): Regides propensas ao reconhecimento por anticorpos para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, baseado em
parametros de estrutura secundaria, acessibilidade e solubilidade.

DENV-1 DENV-2 DENV-3

Proteinas P.o?icl,‘éo Seqiiéncia Po.sigéo P.o?icl,‘éo Seqiiéncia Po.sigéo P.o?ic:;éo Seqiiéncia Po.sigéo
inicial final inicial final inicial final
2303 NTTA 2306 2266 SESN 2269 2251 TKRDLGMSKEPGVVSPTS 2268
2324 DKGW 2327 2276 RPAS 2279 2300 NSTA 2303
2443 TGPLT 2447 2299 IENSSV 2304 2321 DKGW 2324
2452 GSPGKF 2457 2322 GKGW 2325 2364 GPGL 2367
NS4b 2487 SLGGGRR 2493 2365 GPGL 2368 2386 NPTV 2389
2402 PYDPKF 2407 2439 ATGP 2442

2440 ATGP 2443 2449 GSPGKF 2454

2453 GRF 2455 2486 GTGKR 2490

2483 MKNTTNTRR 2491

2494 GTGA 2497 2509 NTLGKN 2515 2491 GTGS 2494
2512 QLSKSEFNTYKRSGI 2526 2520 KKSG 2523 2520 KSG 2522
2562 NLVKPEG 2568 2559 RNMVTPEG 2566 2546 SRGSA 2550
2572 DLGCGRGGWSYYCAG 2586 2582 CGGLK 2586 2560 MVIP 2563
2596 YTKGGPGHEEP 2606 2595 TKGGPGH 2601 2572 CGRGGWSYYC 2581
2620 HSGKD 2624 2626 TPPEK 2630 2593 YTKGGPGH 2600
2629 PPEK 2632 2639 GESSPNP 2645 2626 PPEK 2629
2641 GESSPNPTIEE 2651 2663 LNNNTQ 2668 2638 GESSPSPT 2645
2664 WLRGNQ 2669 2675 NPYM 2678 2673 NPYM 2676
2701 PLSRNST 2707 2698 RNPLSRNST 2706 2695 VRNPLSRNST 2704
NS5 2715 SCGTG 2719 2714 NATG 2717 2711 SNGTGN 2716
2739 HRKPTYERD 2747 2750 GSGT 2753 2736 HRRPT 2740
2751 GAGT 2754 2785 YDQDHPYK 2792 2755 NAEPETPNM 2763
2780 HKSTWHYDEDNPYK 2793 2797 HGSYE 2801 2778 NSTWHYDDENPYK 2790
2798 HGSYEVKPSGSA 2809 2804 QTGSA 2808 2795 HGSY 2798
2822 KPWD 2825 2821 KPW 2823 2835 TTPFG 2839
2837 DTTPFG 2842 2836 DTTPF 2840 2852 TPRSMPGT 2859
2855 RTRAKRGT 2862 2877 GKKKTPRM 2884 2875 GRNKRPR 2881
2877 LSRNKKP 2883 2936 GKCE 2939 2934 GKCG 2937
2896 VRSN 2899 2992 ENSLSG 2997 2968 LGARY 2972
2935 KQGK 2938 3064 YQNK 3067 2989 RENSYSGVEGEGL 3001
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Anexo 1 (continuacdo): Regides propensas ao reconhecimento por anticorpos para cada proteina dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, baseado em
parametros de estrutura secundaria, acessibilidade e solubilidade.

DENV-1 DENV-2 DENV-3

Proteinas P.o?i?éo Seqiiéncia Po.sigéo P.o?i?éo Segjiéncia Po.sigéo P.o?i?éo Seqiiéncia Po.sigéo
inicial final inicial final inicial final
2960 AKGS 2963 3074 PTPRG 3078 3014 IPGG 3017
2991 SRENSLSG 2998 3086 RRDQRGSGQVGTYG 3099 3073 TPTG 3076
3017 IPGG 3020 3152 SGDDC 3156 3085 KDQRGSG 3091
3065 YQNK 3068 3187 PSRGWNDWT 3195 3185 QPSKGWHD 3192
3075 PAKNG 3079 3234 GAGWS 3238 3233 GAGWS 3237
3087 RRDQRGSGQVGT 3098 3280 PTSR 3283 3279 PTSRTTW 3285
3116 ESEGIFFPSELES 3128 3309 IQENPW 3314 3289 AHHQ 3292
3188 PSKGWNDWQ 3196 3335 DQWCG 3339 3308 IEDNPWM 3314

NS5 3235 GAGW 3238 3327 PYLG 3330

3247 GKSY 3250 3334 DQWCG 3338
3281 PTSRTTW 3287
3312 ENPW 3315
3322 VSSW 3325
3330 YLGKR 3334
3336 DQwWC 3339
3367 GNENY 3371
3382 KNESDPE 3388
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ANEXO 2
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Anexo 2: indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
renss | s roscto | Potce | aunsa | P00 Pl oy | P
1 MN?SQS&?SES{Q&%%GTSVS 44 1 MNNQRKKARSTP 12 1 MNNQRKKTGKPSINM 15
69 WSSFKKNGA 77 15 MLKRERNRVST 25 17 KRVRNRVLS;\Ingg";QKRFSKGL 44
c 82 RGFKKEIS 89 29 LTKRFS 34 70 GTFKKSGA 77
95 MNRRKRSV 102 39 QGRGPL 44 79 KVLKGFKKEIS 89
70 GTIKKSKAIN 79 95 INKRKKTS 102
82 RGFRKEIGR 90
95 LNRRRRTA 102
118 TTRGGEP 124 117 LTTRNGEP 124 117 LTSRDGEPRMIVGKNERGKSL 137
129 SKQERGKSL 137 129 GRQEKGKSL 137 141 TASG 144
141 TSGGVNM 147 140 KTEDGVN 146 154 DLGEMCDDTVTYK 166
-y 154  DLGELCEDTMTYKCPRITEAEPDDVD 179 157 ELCEDTITY 165 169 HITEVEPEDIDC 180
192 GTCSQTGEHRRDKRSV 207 168 PLLRQNEPEDIDCWCNSTS 186 192 GTCNQAGERRRDKRSVA 208
217 LETRTET 223 192 GTCTTTGEHRREKRSV 207 215 MGLDTRTQT 223
205 MSSEGAWKQIQKVE 238 215 MGLETRTETWMSSEGAW 231 226 SAEGAWRQVEKVE 238
262 ITQK 265 259 GTSL 262
287 GNRDFVEGLSGA 298 287 SNRDFVEGVSGGS 299 287 GNRDFVEGLSG 297
315 AKNKPTL 321 314 MAKNKPTL 321 315 AKNKPTLDIELQKTEA 330
GKITNITTDSRCPTQGEAVL
324 ELLKTEVTN 332 304 ELIKTEAKQPATLRKYCI 341 343 PEEQDQN$ 370
343 AKISNTTTDSRCPTQGEATLVEEQDA 368 343 AKLTNTTTES 372 375 TYVDRGWGNGC 385
c 375 TFVDRGWGNGC 385 375 SMVDRGWGNG 384 389 GKGS 392
389 GKGS 392 389 GKGG 392 403 EPIEGKVVQ 411
403 TKLEGKIVQ 411 400 TCKKNMEG 407 424 HTGDQHQVGNETQGV 438
413 ENLKYS 418 422 TPHSGESE'Q%%QEETGC’;?@EE'K'TP 459 442 ITPQAST 448
463 CSPRTGLDF 471
498 WTSGATTETPTWNRKEL 514
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Anexo 2 (continuacao): indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Froins | s Fosito P Footo |Foselo|  coquna | Poico

424 HTGDQHQVGNETTE 437 465 CSPRTGLDF 473 521 AHAKKQE 527
447 QAPTS 451 481 MEEKA 485 533 LGSQEGA 537
465 CSPRTGLD 472 502 PGADTQGSNWIQKET 516 546 TEIQNSGGTS 555
481 MKEKS 485 522 NPHAKKQD 529 561 LKCRLKMDKLELKGMS 576
499 PWTSGAST 516 535 SQEGA 539 586 LKKEVSETQH 595
523 AHAKKQE 529 551 QMSSGN 556 602 VEYKGEDAPCK 612
535 SQEG 538 563 LKCRLRMDKLQL 574 615 FSTEDGQGKAHNGRLIT 631
548 TEIQTSGT 555 582 CTGK 585 636  VVTKKEEPVNIEAEPPFGESNI 656
E 567 LKMDKLTLKGTS 578 587 KIVKEIAETQHG 598 660 IGDKAL 665
584 GSFKLEKEVAETQH 597 604 VQYEGDGSPCKI 615 668 NWYRKGSSI 676
604 VKYEGTDAPCK 614 620 MDLEKRHAL 628 678 KMFEATARGARRMAI 692
618 LTQDEKGVTQNGR 630 638 VTEKDSPVNIEAEPPFGDSY 657 746 LNSKNTS 752

638 VTDKEKPVNIETEPPFGES 656 663 EPGQL 667

661 GAGEKAL 667 670 NWFKKGSSIGQ 680

671 WFKKGSSIGK 680 684 TTMRGAKRMAI 694

685 TARGARRMAI 694 748 MNSRSTS 754

748 LNSRSTS 754

775 ADSGC 779 775 ADSGC 779 781 WKGKELKCGSGIFVTNE 797
783 WKGRELKCGSG 793 783 WKNKELKCGSG 793 805 YKFQADSPKRLA 816
807 YKFQADSPKRLS 818 806 QYKFQPESPSKLAS 819 832 STTRME 837
824 AWEEGVCG 831 821 IQKAHEEGIC 830 870  LEQGKRTLTPQPMELKYS 887
NS 834 SATRL 838 834 SVTRLE 839 894 AKIVTAETQNSSF 906
845 QISNE 849 855 SENEVK 860 910 GPNTPECPSASR 921
857 NDIK 860 864 MTGDIKG 870 927 EVEDYGF 933
874 QGKKM'EESZ'I\’&EA'B%SWKSW 904 873 QAGKRSLRPQPTELKYS 889 943 KLREVY 948
897 KMLSTESHN 905 952 CDHRL 956
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Anexo 2 (continuacao): indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Prowines| Posilo Posiho | Foscto Souenca (Pt Poreie | qoquencia | Poelie
911 DGPDTPECPDEQR 923 911 DGPETAECPNTNRAWN 926 960 AVKDERAVH 968
929 EVEDYGF 935 929 EVEDYG 934 976 ESQKNGSWKLEKASLIE 992
944 KLRDSYT 952 945 KLREKQDVFCDSKL 958 997 TWPKSHTLWSNGVLE 1011
954 CDHR 957 962 AIKDNRAVH 970 1014 MIIPKSLA 1021
963 IKDSK 970 980 ALNDTWKIEK 989 1024 ISQHNHRPGY 1033
978 SEKDETWK 986 999 HWPKS 1003 1045 KLELDFNYCEGT 1056
NS1 1002 KSHTLWSNGVLE 1013 1007 SNGVLE 1013 1062 ENCGTRGPSLRTTTVSGKL 1080
1021 MYGG 1024 1020 KNFAGPVSQHNYRPGY 1035 1084 WCCRSCT 1090
1029 HNYRPGY 1035 1047 KLEMDFDFCE 1056 1095 RYMGEDGCW 1103
1041 KLELDFDLCEGT 1044 1062 VTEDCGNRGPSLRTTTASGKLI 1083 1107 EIRPISEKEENMV 1119
1047 VDEHCGSRGPSLRT 1058 1086 WCCRSCT 1092
1087 RFRGEDGCW 1092 1094 PPLRYRGEDGCW 1105
1109 EIRPVKEKEEDL 1120 1109 EIRPLKEKEENL 1120
1126 SAGSGEVDSFS 1136 1130 GQIDNFS 1136 1125 AGSGKVDN 1132
1149 VMRSRWSG 1156 1148 EMLRTRVGT 1156 1146 EVMRGKFGKKHM 1157
1190 NASDKMGM 1197 1174 NMSFRDLG 1181 1186 GSNASDRMG 1194
1222 RLTSRE 1227 1191 MTDDIG 1196 1221 LTSRENLLL 1227
NS2a 1243 LPNSLEELGDGL 1254 1222 KLTSKELM 1229 1241 LPEDIEQMA 1249
1267 FQPHQ 1271 1239 SQSTIPETI 1247 1307 QSSSMRKTDW 1316
1310 STTSQKTT 1317 1266 NMEKY 1270 1338 DTLKRRSWPLNEGV 1351
1324 GSFG 1327 1310 TSSQQKTDW 1318
1338 ENEIWGRK 1345 1338 LSRTSKKRSWPL 1349
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Anexo 2 (continuacao): indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
roees | st roscto oddo roscto ot couonsa | P
1346 SWPLNEGI 1353 | 1365 SLLKNDIPM 1373 | 1363 SLLRNDVPM 1371
1365 SLLKNDVP 1372 | 1391 GRSADLELERAADVKWEDQAEISGSSP 1417 | 1389 GTSADLTVEKAA 1400
NS2b 1300  SGSSADLSLEKAAEVSWEEEAGHSGTS 1416 | 1423 ISEDGSMSIKNEEEEQT 1439 | 1403 TWEEEAEQTGV 1413
1423 VQDDGTMKIKDEERDDT 1439 | 1471 VKKQRA 1476 | 1421 VDDDGTMRIKDDETEN 1436
1470 QKKKQRS 1476 1468 QKQTQR 1473
1482 TPSPPEVERAVLDGI 1497 | 1483 PSPPPVEKAELEDGAYRIKQRGI 1505 | 1481 PSPPETQKAELEEGVYRIKQ 1500
1504 GLLGRSQV 1511 | 1515 VYKEGT 1520 | 1513 VQKEGV 1518
1535 YQGKRLEPSW 1544 | 1533 LMHRGKRIEPSWADVKKDLI 1552 | 1532 TYNGKRLEPNW 1542
1546 SVKKDLI 1552 | 1555 GGGWKLEGEWKEGEEVQ 1571 | 1545 VKKDLI 1550
1555 GGGW 1558 | 1574  ALEPGKNPRAVQTKPGLFKTNTGT 1597 | 1560 AQWQKGEEVQ 1569
1562 GSWNTGEEVQ 1571 | 1605 FSPGTSGSPIVDRKGKV 1621 | 1572 AVEPGKNPKNFQ 1583
1574 AVEPGKNPKNVQTTPGTFKTPEGEV 1598 | 1629 VVTRSG 1634 | 1585 MPGTFQTTTGE! 1596
1604 DFKPGTSGSPIVNREKI 1621 | 1641 AQTEKSIEDNPEIEDDFFRKKRLT 1664 | 1602 DFKPGTSGS 1610
1643 AKASQEGPLPEIEDEVFKKRNLT 1665 | 1668 LHPGAGKTKRY 1678 | 1612 IINREGKV 1619
\sa 1670 HPGSGKTRRY 1679 | 1685 EAIKRGLR 1692 | 1641 TNAEPDGPTPELEEEMFKKRNLT 1663
1687 AIRRKLR 1693 | 1702 VAAEMEEALR 1711 | 1668 HPGSGKTRKY 1677
1722 AVLSEHTGREIV 1733 | 1720 PAIRTEHTGREIV 1732 | 1684 EAIKRRLR 1691
1749 VRVPN 1753 | 1777 AARGYISTRVEMGE 1783 | 1701 VAAEMEEALK 1710
1766 DPASIAA 1772 | 1792 TPPGSCVDNPSFGPSSV':I'C.'?%%E%E'PERS 1833 | 1719 TATKSEHTGREIV 1731
1780 VGMGE 1784 | 1839 SIKAGNDI 1846 | 1747 VRVPN 1751
1793 TPPGSVEAFPQSNA 1803 | 1g4g ACLRKNGIKVILORKTFDSEYVKTRT 1878 | 1760 AHFTDPAS 1767
1808 IQDEERDIPERSWNSGYD 1824 | 1883 TDISE 1887 | 1778 VGMGE 1782
1889 GANFRAERVIDPRRCMK 1905
1908 ILTDGEERVI 1917
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Anexo 2 (continuacao): indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Poenes posct roscio|Poslo| coquna | Paicte st rosct
1828 TDFPGK 1834 | 1928 SAAQRRGRIGRNPRNENDQ 1946 | 1791 TPPGTADAFPQNSSNC?,\'TI'E%DEERD'PERSW 1824
1840 S'KSGNDI'DAT'E('E)RKQ}‘(?\F\E\\/A'IQLSRKTF 1879 | 1952 EPLENDEDCAHWKEAKML 1969 | 1838 S'KAGND'ANC('SEQSNKSV\%}LSRKTFDTEY 1877
1885 DISE 1888 | 1972 NINTPEGI 1979 | 1882 TDISEMGANFRAERVIDPRRCLK 1904
1893 FRADRVIDPRRCLK 1906 | 1984 FEPEREKVDAIDGEYRLRGEARKTF 2008 | 1907 ILTDGPERVI 1916
1909 ILKDGPERV 1917 | 2010 DLMRRGDL 2017 | 1928 AASAAQRRGRVGRNPQKENDQ 1945
1930 AAQRRGRIGRNQNKEGDQY 1948 | 2029 GINYADRRWCFDGIKNNQILEENVE 2053 | 1951 QPLNNDEDHAH 1961
NS3 1952 GQPLNNDEDHAH 1963 | 2056 IWTKEGERKKLKPRWLD 2072 | 1971 NINTPEGI 1978
1973 NINTPEGI 1980 | 2074 RIYSDPLALKEFKE 2087 | 1983 FEPEREKSAAIDGEYRLKGESRKTF 2007
1985  FEPEREKSAAIDGEYRLRGEARKTF 2009 | 2089 AAGRKS 2094 | 2009 ELMRRGDL 2016
2011 ELMRRGDL 2018 2024  VASEGIKYTDRKWCFDGERNNQILEENMD 2052
2025 KVASEGFQYSDEZ",\XSFDGERNNQVLE 2054 2055 IWTKEGEKKKLRPRWLDARTYSDPLA 2080
2058  WTKEGERKKLRPRWLDARTYSDPLA 2082 2082 KEFKDFAAGRK 2092
2084 REFKEFAAGRR 2094
2095 SVSG 2098 | 2102 EMGRLP 2107 | 2100 TEIGRVPS 2107
2105 GKLP 2108 | 2112 QKARDALD 2119 | 2111 HKTRNAL 2117
2127 NSEQGKAYRHAMEELPDTIE 2147 | 2128 EAGGR 2132 | 2124 HTSEHGGRAYRHAVEELPETME 2145
2169 GKGLGKTSI 2177 | 2140 ELPETL 2145 | 2167 GKGIGKTS 2174
2214 IPEPDRQRTPQDNQL 2008 | 2167 SGKGIGK 2173 | 2213 PEPEKQRTPQDNQL 2026
NS4ae4b| 2251 ETTKKDLG 2058 | 2214 PEPEKQRTPQDNQL 2007 | 2249 ETTKRDLGMSKEPGV 2063
2265 EDHQ 2068 | 2250 EKTKKDLG 2057 | 2296 HTIENSTAN 2304
2276 DLHP 2079 | 2062 TTQESESNIL 2071 | 2320 LDKGWPISKMDL 2331
2299 HTIEDTTAN 2307 | 2073 IDLRPAS 2279 | 2370 KATREAQKRTA 2380
2323 LDKGWPISKMDL 2334 | 2007 HSIENSSV 2304
2369 GLQAKATREAQKRTA 2383 | 2322 GKGWP 2325
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Anexo 2 (continuacao): indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
roenes s el B

2387 MKNPTVDG 2304 | 2329 KMDI 2332 | 2384 MKNPTVDG 2391

2407 AKFEKQL 2413 | 2371 KATREAQKRAA 2381 | 2401 IYDSKFEKQL 2410

NS4ae | 2451 EGSPGKF 2457 | 2385 MKNPTVDG 2302 | 2447 WEGSPGKF 2454

4b 2486 KSLGGGRR 2493 | 2399 EPIPYDPKFEKQL 2411 | 2485 VGTGKR 2490
2448 WEGNPGRF 2455
2483 MKNTTNTRRGT 2493

GTGAQGETLGEKWKRQLNQLSK GTGSQGETLGEKWKKKLNQL
2494 SEFNTYKRSGIMEVDRSEAKEGLKRGE 2553 | 2499 TLGEKWKSRLNTLGKNEF 2516 | 2491 SRKEFDLYKKSGITEVDR 2540
TTKHAVSRGTA TEAKEGLKRGEI

2562 NLVKPEGKVID 2572 | 2518  IYKKSGIQEVDRTLAKEGIKRGETDH 2543 | 2544 AVSRGSAK 2551

2574 GCGRGGW 2580 | 2545 AVSRGSAK 2552 | 2558 RNMVIPEGVI 2569

2586 GLKKVTEVKGYTKGGPGHEEPI 2607 | 2559 RNMVTPEGKNND 2570 | 2571 GCRGGW 2577

2618 KLHSGKDV 2625 | 2572 GCGRGGW 2578 | 2583  GLKKVTEVRGYTKGGPGHEEPVP 2605

2628 MPPEKCDTL 2636 | 2582 CGGLKNVREVKGLTKGGPGHEEPI 2605 | 2616 LMSGKDV 2622

2640 IGESSPNPTIEEGRTLR 2656 | 2617 LOSG 2620 | 2625 LPPEKCDT 2632

2664 WLRGNQF 2670 | 2626 TPPEKCDT 2633 | 2637 IGESSPSPTVEESRTIR 2653

2684 ETLEQMQRKHGGMLVRNPLSRNSTHE 2709 | 2638 IGESSPNPTIEAGRTLR 2654 | 2682 HLERLQRKHGGMLV 2695

NS5 2738 AHRKPTERDVDLGAGT 2754 | 2663 LNNNT 2667 | 2697 NPLSRNSTHE 2706

2757 VAVEPEVAN 2765 | 2681 VIEKMETLQRKYG 2693 | 2712 NGTGN 2716

2769  IGQRIEDIKDEHKSTWHYDEDNPYKT 2793 | 2697 VRNPLSRNSTHE 2708 | 2734 MTHRRPT'EK'E\.’FBthAGTRHVNAEP 2763

2798 HGSYEVKPSGSASSM o812 | 2714 NATG 2717 | 2765 VIGERIKRIKEEHNSTWHYDDENPYK 2790

2822 KPWD 2825 | 2734 FTMKHKKATYESPE[I’Q/,\? LGSGTRNIGIE 5764 | 2795 HGSYEVKATGSA 2806

2837 DTTPFG 2842 | 2767  IIGKRIEKIKQEHETSWHYDQDHPYK 2792 | 2819 KPWD 2822

2845 RVFKEKVDTRTPRAKRGT o862 | 2797 HGSYETKQTGSASSM 2811 | 2834 DTTPFG 2839

2876 FLSRNKKPRICTREEFIRKVRSNA 2899 | 2821 KPWD 2824 | 2842  RVFKEKVDTRTPRSMPGTRRVM 2863

2836 DTTPFG 2841 | 2872 RTLGRNKRPRLCTREEFTKKVRTNA 2896

2902 FTEENQWDSAKAAVEDEDF 2920
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Anexo 2 (continuacao): indice de antigenicidade (escala de Jameson & Wolf) das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteinas | posicao : Posicdo | Posigdo . Posicdo | Posigdo . Posicédo
inicial Sequencia final | inicial Sequencia final | inicial Sequencia final
2905 FVDEDQWNSAKEAVEDERF 2023 | 2844  RVFKEKVDTRTQEPKEGTKKLMRI 2867 | 2924 VDRERELHKLGKCGS 2938
2927 VHRERELHKQGKCA 2040 | 2875  ELGKKKTPRMCTREEFTRKVRSNA 2898 | 2944 MGKREKKLGEFGKAKGSR 2961
2947 MGKREKKLGEFGKAKGSR 2064 | 2904 FTDENKWKSAREAVEDSRF 2922 | 2981 LNEDHWFSRENSYSGVEGEGL 3002
DISKIPGGAMYADDTAGWDTRITED
2984 MNEDHWFSREDSLSGVEGEGL 3005 | 2926 VDRERNLHLEGKCE 2939 | 3010 DLHNEEKI TAQMDPEHRGL 3054
DISKIPGGNMYADDTAGWDTRITED
3013 LQNEAKITDIMEP 2053 | 2946 MGKREKKLGEFGKAKGSR 2063 | 3062 YQNKVVKVQRPTPTGT 3077
3065 YQNKVVRVQRPAKDG 3080 | 2983 LNEDHWFSRENSLSGVEGEGLH 3004 | 3082 ISRKDQRGSG 3091
3084 ISRRDQRGSGQ 3095 | 3012 DVSKKEGG 3018 | 3110 RQMEGEGV'—TSSV’;[L’EENPHLPEKK' 3138
3113 RQMESEGIFFPSELESPNL 3140 | 3022 YADDTAGW 3029 | 3140 KGVERLKRMAISGDDCVVKPIDDRFA 3165
3142 HGAERLKRMAISGDDCVVKPIDDRFA 3167 | 3033 ITLEDLKNEEMV 3044 | 3173 DMGKVRKDIPQ 3183
3175  DMGKVRKDIPQWEPSKGWNDWQ 3196 | 3048 MKGEHKKLA 3056 | 3185 QPSKGWHDW 3193
IMKDGREIVVPCRNQDELVGRAR IMKDGRKLVVPCRPQDELIGRARI

3209 VSQGAGWSLRETAC 3245 | 3064 YQNKVVRVQRPTPRGTV 3080 | 3207 SOGAGWSLRETAC 3243
3247 GKSY 3250 | 3084 ISRRDQRGSGQ 3094 | 3258 HRRDLRL 3264
NS5 3260 HRRDLRL 3266 3112 RQMEGEGIF 3120 3279 PTSRTT 3284
3281 PTSRTT 3286 | 3128 VTEEIA 3133 | 3295 TTEDM 3299
3309 WIEENPWMEDKTHVSSWEE 3327 | 3142 GRERLSR 3148 | 3307 WIEDNPWMEDKTPVTT 3322
3329 PYLGKREDQWCG 3340 | 3150 AISGDDCVVKPLDDRFA 3166 | 3328 YLGKREDQWCG 3338
3361 QVRRLIGNENYLD 3373 | 3174 NDMGKVRKDIQQWEPSRGWNDWT 3195 | 3364 IGNEEFL 3370
3376 TSMKRFKNESDPEGA 3390 | 3208 VMKDGR 3213 | 3374 PSMKRFRKEEESEG 3387

3219 CRNQDELIGRARISQGAGWSLKETAC 3244

3246 GKSY 3249

3259 HRRDLRL 3265

3276 SHWVPTSRTT 3285

3296 TTEDM 3300

3310 QENPWMEDKTPVESWE 3325

3328 PYLGKREDQWCG 3339

3365 IGNEEYTD 3372

3374 MPSMKRFRREEEEA 3387
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ANEXO 3
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Anexo 3: Regides imunogénicas com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Kolaskar & Tonagonkar para as proteinas

estruturais e nao estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicdo . Posicao | Posicao . Posicao | Posicao . Posicao
Intoio SERIETEE Final | Inicio EHTENEH Final | Inicio EHTENEH Final
25 TGSQLAKR 32 23 VSTVQQLTKR 32 25 TGSQLAKR 32
35 KGLLSG 40 43 PLKLFMALVAFLRFLTIPPTAGIL 66 44 MKLVMAFIAFLRFLAIPPTAGVLAR 68
MKLVMAFIAFLRFLAIPPT
C 44 AGILARW 69 77 AINVLRG 83 77 AIKVLKG 83
77 AIKVLRG 83 102 AGVIIMLIPTAMA 114 101 TSLCLMMILPAALA 114
102 VTMLLMLLPTALA 114
115 FHLT 118 135 KSLLFK 140 115 FHLT 118
125 HMIVSK 130 146 NMCTLMAI 153 135 KSLLFKTA 142
135 KSLLFK 140 155 LGELCEDT 162 147 MCTLIAM 153
145 VNMCTLIAM 153 164 TYKCPLLRQ 172 160 DDTVTYKCPHITEV 173
164 TYKCPRI 170 177 DIDCWCN 183 175 PEDIDCWCNLTSTWVTYGTC 194
prM-M 177 DVDCWCN 183 187 TWVTYGTC 194 205 RSVALAPHVGM 215
190 TYGTCS 195 206 SVALVPHVGM 215 242 LRHPGFTILALFLAHYIGTS 261
205 RSVALAPHVGLG 216 231 WKHVQRI 237 263 TQKVVIFILLMLVTP 277
234 IQKVETW 240 239 TWILRHPGFAIMAAILAYT 257
242 LRHPGFTVIALFLAHAIGTS 261 264 QRALIFILLTAVAPS 278
264 QKGIIFILLMLVTPS 278
280 AMRCVGI 286 300 WVDIVLEHGSCVTT 313 281 MRCVGVG 287
298 ATWVDVVLEHGSCVTT 313 322 DFELIKT 328 298 ATWVDVVLEHGGCVTT 313
321 LDIELLKTE 329 333 PATLRKYCIEA 343 331 TQLATLRKLCIEG 343
332 NPAVLRKLCIEA 343 369 RFICKHS 375 357 QGEAVLPE 364
360 ATLVEE 365 393 IVTCAMFT 400 368 QNYVCKHTYV 377
368 ANFVCRRT 375 407 GKVVLPEN 414 390 KGSLVTCAKFQCLEP 404
390 KGSLLTCAKFKCVTKL 405 417 YTIVITP 423 406 EGKVVQYENLKYTVIITVHTG 426
407 GKIVQYENLKYSVIVTVHTG 426 444 ITPQSSI 450 450 EAILPEY 456
E 443 TITPQA 448 474 NEMVLLQ 480 458 TLGLECS 464
450 TSEIQLTDYGALTLDCSPR 468 485 AWLVHRQWFLDLPLPWLP 502 491 FFDLPLPWT 499
474 NEMVLLT 480 515 ETLVTFK 521 513 ELLVTFK 519
485 SWLVHKQWFLDLPLPWT 501 527 KQDVVVLGS 535 525 KQEVVVLGS 533
515 DLLVTFKTA 523 555 GNLLFTGHLKCRLR 568 557 FAGHLKCRLK 566
527 KQEVVVLGS 535 570 DKLQLKGM 577 582 NTFVLKKE 589
559 FAGHLKCRLK 568 585 KFKIVKEI 592 596 GTILIKVE 603
573 TLKGTSYVMCTGS 585 598 GTIVIRVQYE 607 608 DAPCKIPF 615
597 HGTVLVQVKY 606 611 SPCKIPFEI 619 631 TANPVVTK 638
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Anexo 3 (continuacao): Regides imunogénicas com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Kolaskar & Tonagonkar para as
proteinas estruturais e ndo estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicao A . Posicao | Posicao A . Posicao | Posicao A . Posicao
Inioio Sequéncla Final | Inicio Sequéncla Final | Inicio Sequéncla Final
610 DAPCKIPFLT 619 628 LGRLITVNPIVTEKD 642 654 SNIVIGI 660
633 TANPIVTD 640 654 GDSYIIIGVEPGQL 667 703 VGGVLNS 709
LGGVFTSIGKALHQVFGAIYG GKMVHQIFGSAYTALFSGVSWVMKI
654 GESYIVVGAG 663 705 oy 731 711 i, 744
E 666 ALKLSW 671 736 KILIGVIIT 744 754 SFSCIAIGITLYLGAVVQ 772
IGGVFTSVGKLVHQVFGT
705 A Py 731 753 TSLSVSLVLVGVVTLYLGAMVQA 775
739 IGILLTWL 746
756 SMTCIAVGMVTLYLGVMVQA 775
776 DSGCVIN 782 776 DSGCVVSW 783 773 ADMGCVIN 780
787 ELKCGSGIFVTNE 799 787 ELKCGSGIF 795 785 ELKCGSGIFVTNE 797
814 PKRLSAAI 821 814 PSKLASAIQK 823 812 PKRLATAIA 820
827 EGVCGIR 833 827 EGICGIRSVTRL 838 825 NGVCGIR 831
851 NHILLEN 857 847 TPELNHI 853 858 KLTVVVGDIIGVLEQ 872
860 KFTVVVGN 867 879 LRPQPTELKYS 889 894 AKIVTA 899
943 WLKLRDS 949 906 QTFLID 911 914 PECPSA 919
951 TQMCDHR 957 930 VEDYGFGVFTT 940 930 DYGFGVFTT 938
NS1 963 IKDSKAVHAD 972 949 KQDVFCDSK 957 941 WLKLREVYTQLCDHR 955
988 ARASFIEVKTCIWPKSHT 1005 | 992 FIEVKSCHWPKSHT 1005 957 MSAAVKDERAVHAD 970
1045  LGKLELDFDLCEGTTVVVDEH 1065 | 1023 AGPVSQHN 1030 987 KASLIEVKTCTWP 999
1084 HEWCCRSCTLPPLR 1007 | 1032 RPGYYTQ 1038 | 1006 SNGVLESD 1013
1122 RSMVSA 1127 | 1057 GTTVVVTED 1065 | 1015 IIPKSLAGPI 1024
1084 TEWCCRSCTLPPLR 1007 | 1043 LGKLELDFNYC 1053
1121 VNSLVTA 1127 | 1055 GTTWITE 1062
1077 SGKLIHEWCCRSCTLPPLR 1095
1119 VKSLVSA 1125
1132 VDSFSLGILCVSIMIE 1147 | 1134 NFSLGVLGMALFLE 1147 | 1135 MGVLCLAILFEE 1146
1162 GTLAVFLLLIMG 1173 | 1156 TKHVILLVAVSFVTLI 1171 | 1158 IAGVFFTFVLLLSGQ 1172
1180 LIRLCIMVG 1188 | 1182 RVMVMVGVT 1190 | 1180 HTLIMI 1185
1201 YLALMAT 1207 | 1198 GVTYLALLAAFKVRPT 1213 | 1197  VTYLALIATFKIQPFLALGFFLRKL 1221
1213 MFAVGLLFRR 1222 | 1215 AAGLLLRKL 1223 | 1226 NLLLGVGLA 1234
1225  SREVLLLTIGLSLVASVELPNSL 1247 | 1233 IGIALLSQST 1242 | 1236 ATTLQLPED 1244
NS2a | 1060 MLKLLTEF??['S?_LD%XTLLSLTF'K 1201 | 1244 PETILELTDALALGMMVLKIV 1264 | 1251 GIALGLMALKLITQF 1265
YQLAVTIMAISCVPNAVILLNAWKVSCT
1296 AMVLSIVSLFPLCLSTT 1312 | 1270 MV OAA e 1312 | 1270 LWTALISLTCS 1280
1318 WLPVLLGSFGCKPLTMF 1334 | 1318 WIPLALTIK 1326 | 1285 TLTVAWR 1291
1330 PTAIFLTTL 1338 | 1293 ATLILAGVSLLPVCQSS 1309
1318 PMAVAAMGVPPLPLFIFSLKDT 1339
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Anexo 3 (continuacao): Regides imunogénicas com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Kolaskar & Tonagonkar para as

proteinas estruturais e ndo estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicao A Posicao | Posicao A Posicao | Posicao A Posicédo
Inicio SEIIETEE Final | Inicio SEIIETEE Final | Inicio SEHEEEN Final
AIGIVSILLSSLLKNDVPLAGP
1355 T 1391 1350  NEAVMAVGMVSILASSLLKN 1369 1348 NEGVMAVGLVSILASSLLRND 1368
1393 SADLSLEKAAEV 1404 1374 TGPLVAGGLLTVCYVLTG 1391 1371 MAGPLVAGGLLIACYVITG 1389
NS2b 1417 HNILVEVQ 1424 1415 . G’S&F\’/Illésg\r/ v 1422 1393 DLTVEKA 1399
1440  LTILLKATLLAVSGVYPMSIPATLFEVWYF 1468 1440 LS i 1471 1411 TGVSHNLMIT 1420
ILTVLLKTALLIVSGVFP
1437 YSIPATLLVWHT 1466
1475 RSGVLWDT 1482 1476 AGVLWDVPSPPPVEKA 1491 1473 RSGVLWDVPSP 1483
1485 PPEVERAVLDDG 1496 1505 ILGYSQIGAGVY 1516 1492 EEGVYRIKQQ 1501
YRILQRGLLGRSQVGVG
1498 A 1525 1528 TRGAVLMH 1535 1506 KTQVGVGVQKEGVFHTMW 1523
1528 TRGAVLMY 1535 1548 KKDLISY 1554 1526 TRGAVLTY 1533
1542 PSWASVKKDLISY 1554 1569 EVQVLALE 1576 1545 VKKDLISY 1552
1569 EVQVIAVE 1576 1582 RAVQTKPGL 1590 1567 EVQVIAVE 1574
1598 VGAIALDF 1605 1598 IGAVSLDFS 1606 1597 GAIALDF 1603
1621 IVGLYGNGVVTTSGTYVSAIAQAK 1644 1612 SP'VDﬁgggX\\(/\%’%ﬁNGW 1641 1617 GKVVGLYGNGVVTK 1630
1678 RYLPAIVREA 1687 1665 IMDLHPG 1671 1676 KYLPAIVREA 1685
1693 RTLILAPTRVVASE 1706 1677 RYLPAIVREA 1686 1691 RTLILAPTRVVAA 1703
1717 RYQTTAVKSE 1726 1692 RTLILAPTRVVAA 1704 1709 LKGLPIRYQ 1717
1732 IVDLMCHAT 1740 1710 LRGLPIRYQTP 1720 1730 IVDLMCHAT 1738
NS3 1743 MRLLSPVRVP 1752 1731 IVDLMCHAT 1739 1741 MRLLSPVRVPNYNLI 1755
1765 TDPASIAARGY 1775 1742 MRLLSPVRVPNYNLI 1756 1763 TDPASIAARGY 1773
1786 AAIFMT 1791 1764 TDPASIAARGY 1774 1784 AAIFMT 1789
1795 PGSVEAF 1801 1832 KTVWFVPSI 1840 1830 GKTVWFVPSI 1839
1803 QSNAVIQ 1809 1846 IAACLRK 1852 1855 KVIQLSR 1861
1832 GKTVWEVPSI 1841 1856 KVIQLSR 1862 1876 WDFVVTTD 1883
1857 RVIQLSR 1863 1878 DFVVTTD 1884 1894 DRVIDPRRCLKPVILT 1909
1879 DYVVTTD 1885 1895 ERVIDPR 1901 1913 ERVILAGPMPVTAASA 1928
1896 DRVIDPRRCLKPVILK 1911 1903 CMKPVILT 1910 1977 GIIPALFE 1984
1915 ERVILAGPMPVTVASA 1930 1915 RVILAGPMPVTHSSA 1929 2005 KTFVEL 2010
1946 DQYVYMG 1952 2006 KTFVDL 2011 2015 DLPVWLAHKVASEG 2028
1979 GIIPALFE 1986 2016 DLPVWLAYRVAAE 2028 2076 SDPLALK 2082
2007 KTFVEL 2012 2076 YSDPLALK 2083
2017 DLPVWLSYKVASEGF 2031
2078 SDPLALR 2084
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Anexo 3 (continuacao): Regides imunogénicas com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Kolaskar & Tonagonkar para as
proteinas estruturais e ndo estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicéao A Posicao | Posicao A Posicao | Posicao A Posicao
Inicio EHINEH Final | Inicio EHINEH Final | Inicio SEIIETEE Final
2097 SGDLILEIGKLPQHLTLR 2114 | 2119 DNLAVLHTA 2127 | 2093 SIALDLVTEIGRVPSHLAH 2111
NHALSELPETLETLLLLTLLA
2120 DNLVMLH 2126 | 2135 R TGGIRL L 2166 | 2118 DNLVMLHTS 2126
2148 TLMLLALIAVLTGGVTLFFLSGK 2170 | 2176  LGMCCITASILLWYAQIQPHWIA = 5515 | 5435 YRHAVEEL 2140
NSa ASIILEFFLIVLLIPE
KTSIGLLCVTASSALLWMASVEPHW
2174 S M 2216 2146 TLLLLGLMILLTGG 2159
2161 MLFLISG 2167
2174 SIGLICVIASS 2184
2190 AEIPLQWIASAIVLEFFMMVLLIPE 2214
2226 NQLAYVVIGLLEMILTVA 2043 | 2227 CTYVVIAILTVVAAT 2041 | 2204 NQLAYVVIGILTLAAIIA 2041
PGVVSPTSYLDVDLHPASAWT
2058 GIGHVAAE 2065 | 2270 ILDIDLRPA 2078 | 2061 R 2203
2270 ATML';/E\\(/[ZLT'}F\’/??F?WT 2005 | 2280 AWTLYAVATTFVTPMLRHS 2098 | 2304 NVSLAAIANQAVVLMG 2319
2307 NISLTAIANQAAILMG 2322 | 2303 SVNVSLTAIANQATVLMG 2320 | 2330 DLGVPL'ﬁﬁﬁ%é%\g\dgfém”"" 2370
NS4b
DLGVPLLALGCYSQVNPLTLTAAVLM DIGVPLLAIGCYSQVNPITLTA
2333 LVAHYAIIGPGLQAK 2373 | 233t ALLLLVAHYAIIGPGLQAK 2371 2397 LDPVIYDS 2404
2392 VDGIVAIDLDPVVYDA 2407 | 2390 VDGITVIDLEPIPYDP 2405 | 2409 QLGQVMLLVLCAVQLLLMR 2427
2412 QLGQIMLLILCTSQILLM 2429 | 2410 QLGQVMLLILCVTQVLM 2426 | 2430 WALCEALTLATG 2441
2433 WALCESITLATG o444 | 2431 WALCEALTLATG o442 | 2458 TIAVSMA 2464
2461 TIAVSMA 2467 | 2459 TIAVSMA 2465 | 2469 GSYLAGAGLAFSIMKS 2484
2472 GSYLAGAGLAFSLMKS 2487 | 2470 GSYLAGAGLLFSI 2482
2545 KHAVSRG 2551 | 2524 IQEVDRT 2530 | 2515 FDLYKK 2520
2560 ERNLVKPEGKVIDLGCG 2576 | 2543 HHAVSRGS 2550 | 2541 THHAVSRGSAKLQWF 2555
2581 SYYCAGLKKVTEVKGY 2506 | 2565 EGKVVDLGCG o574 | 2563 PEGRVIDLGCG 2573
2614 WNLVKLH 2620 | 2579 SYYCGGL o585 | 2578 SYYCAGLKKVTEV 2590
2622 GKDVFFM 2628 | 2588 VREVKGL 2594 | 2601 EEPVPMS 2607
WNLVRLQSGVDVFFTPP
NS5 | 2630 PEKCDTLLCDIG 2641 | 2612 VooV 2639 | 2611 WNIVKLM 2617
2654 TLRVLKMVEPW 2664 | 2652 TLRVLNL 2658 | 2621 DVFYLPPEKCDTLLCDIG 2638
2668 NQFCIKILNPYMPSVVETL 2686 | 2668 QFCIKVLNPYMPSVIE 2683 | 2651 TIRVLKMVEPW 2661
2710 MYWVSCGTG o718 | 2693 GGALVRNP 2700 | 2665 NQFCIKVLNPYMPTVIEHLERL 2686
2754 TRHVAVEPEVANLDIIGQ 2771 | 2718 NIVSSVNM 2725 | 2716 NIVASVNMVSRLLLN 2730
2797 YHGSYEVKPS 2806 | 2744 EPDVDLG 2750 | 2794 YHGSYEVKAT 2803
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Anexo 3 (continuagéo): Regides imunogénicas com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Kolaskar & Tonagonkar para as
proteinas estruturais e nao estruturais dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicdao PO Posicao | Posicao PO Posicao | Posicao U Posicao

Inicio Sequencia Final | Inicio Sequencia Final | Inicio Sequencla Final
2813 VNGVVRLLTKPWDVIPMVTQI 2833 2812 VNGVVRLLTKPWDVVPMVTQV 2832 2810 INGVVKLLTKPWDVVPMVT 2828
2843 QQRVFKE 2849 2842 QQRVFKE 2848 2840 QQRVFKE 2846
2900 AIGAVFVD 2907 2934 LEGKCETCVYN 2944 2880 PRLCTR 2885
2924 WDLVHRE 2930 2972 ARFLEFEALGF 2982 2930 LHKLGKCGSCVYN 2942
2936 QGKCATCVYN 2945 3003 LHRLGYILRDV 3013 2970 ARYLEFEALGF 2980
2971 LGAAFLEFEAL 2981 3055 LAEAIFKLT 3063 3001 LHKLGYILRDISKI 3014
3004 LHKLGYILRDISKI 3017 3065 QNKVVRVQRP 3074 3053 LANAIFKLT 3061
3052 EHALLATSIFKLT 3064 3120 FKSIQHLTVTEEIAVQNWLARYV 3141 3063 QNKVVKVQRP 3072
3066 QNKVVRVQRP 3075 3153 GDDCVVKPL 3161 3116 GVLSKA 3121
3120 IFFPSEL 3126 3166 ASALTA 3171 3152 GDDCVVKPI 3160
3132 AERVLDWL 3139 3196 QVPFCSHHFHELV 3208 3166 NALLAL 3171

NS5 3154 GDDCVVKPI 3162 3210 KDGRVLVVPCR 3220 3193 WQQVPFCSHHFHEL 3206
3167 ATALIAL 3173 3241 ETACLGKS 3248 3212 RKLVVPCRPQDE 3223
3196 QQVPFCSHHFHQLI 3209 3262 DLRLAANAICSAVPSHWVPTS 3282 3240 ETACLGKA 3247
3215 EIVVPCR 3221 3300 MLAVWNR 3306 3261 DLRLASNAICSAVPVHWVPTS 3281
3223 QDELVGRARVSQG 3235 3326 EVPYLG 3331 3286 SIHAHH 3291
3242 ETACLGKS 3249 3338 CGSLIGLT 3345 3325 NVPYLG 3330
3263 DLRLAANAICSAVPVNWV 3280 3357 AINQVRSL 3364 3337 CGSLIGLT 3344
3288 SIHAHH 3293 3351 QNILTAIQQVRSL 3363
3301 MLSVWNR 3307
3320 THVSSWEEVPYLG 3332
3339 CGSLIGLT 3346
3354 NIQVAINQVRRL 3365
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ANEXO 4
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Anexo 4: Regides com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Bepipred das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicao A Posicado | Posicado A Posicdo | Posicao A Posicao

Iniolo Sequeéncla Final | Inioio Sequéncla Final_ | Inioio Sequéncla Final

1 MNNQRKKTGRP 11 1 MNNQRKKARST 11 1 MNNQRKKTGKPS 12

21 NRVSTGSQ 28 61 PTAG 64 23 VSTGSQ 28

c 38 LSGQ 41 38 LNGQ 41
61 PTAG 64

119 TRGGEPH 125 120 RNGEPH 125 119 SRDGEPRMI 127

131 QER 133 131 QEKG 134 131 NER 133

169 RITEAEPDDVD 179 172 QNEPEDI 178 170 ITEVEPEDI 178

prM-M 186 DTWV 189 186 STWV 189 193 TCNQAGERRRDK 204
193 TCSQTGEHRRDK 204 193 TCTTTGEHRREK 204 218 DTR 220

218 ETR 220 218 ETR 220 202 QTWMS 226

202 ETWMSSEGAWK 232 202 ETWMSSEGAW 231 229 GAWR 232

315 AKNKPT 320 292 VEGVSGG 298 314 MAKNKPT 320

330 VTN 332 315 AKNKPT 320 328 TEAT 331

346 SNTTTDSRCPTQGEATLVEE 365 328 TEAKQPAT 335 347 NITTDSRCPTQGEAVL 369

PEEQDQN
380 GWGN 383 346 TNTTTESRCPTQGEPSLNEEQD 367 378 DRGWGN 383
TGDQHQVGNETTEHGTIA GDQHQVGNETQGVT
425 TITPQAPTSEIQL 455 379 RGWGN 383 426 AEITPQASTTEAIL 453
PHSGEEHAVGNDTGKHGE

466 SPRTGL 471 423 A L 458 464 SPRTGL 469

E 499 PWTSGASTSQETWN 512 463 MECSPRTGL 471 497 PWTSGATTETPTWN 510
524 HAK 526 501 LPGADTQGSNWI 512 522 HAK 524

537 EGA 539 522 NPHAKK 527 535 EGA 537

547 ATEIQTSGTT 556 537 EGA 539 545 ATEIQNSGGTS 555

591 EVAETQ 596 549 EIQM 552 590 VSETQ 594

606 YEGTDAPC 613 593 AET 595 604 YKGEDAPCKIPFSTEDGQGKAH 625

620 QDEKGVTQ 627 606 YEGDGSPCK 614 635 VVTKKEEPVNIEAEPPFGE 653

637 IVTDKEKPVNIETEPPFGE 655 637 IVTEKDSPVNIEAEPPFG 654 684 ARG 686

686 ARG 688 664 PGQ 666 698 WDFG 701

700 WDF 702 750 SRST 753 748 SKNT 751

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone
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Anexo 4 (continuagao): Regides com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Bepipred das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e

DENV-3.
DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicdo N Posicdao | Posicado o Posicao | Posicédo N Posicao
Inicio Sequiéncia Final Inicio Sequéncia Final Inicio Sequiéncia Final
808 KFQADSPKRL 817 806 QYKFQPESPSKL 817 806 KFQADSPKR 814
878 MIRPQPMEHKYS 889 822 QKAHE 826 874 KRTLTPQPME 883
910 IDGPDTPECPDEQR 923 876 KRSLRPQPTELKY 888 898 TAETQN 903
978 ESEKNET 984 901 TESH 904 908 IDGPNTPECPSASR 921
1023 GGP'SQ*X’\('EYPWGYFTQT 1043 911 DGPETAECPNTNRAW 925 961 VKDERAV 967
NS1 1065 HCGSRGPSLRTTT 1077 1022 FAGPVSQHNYRPGYYTQTAGPW 1043 976 ESQKNGSWK 984
1098 FRGE 1101 1065 DCGNRGPSLRTTTAS 1079 997 TWPK 1000
AGPISQHNHRPGYHT

1111 RPVKEKEE 1118 1007 RYRGEDGC 1104 1021 AN 1041
1113 LKEKEEN 1119 1064 CGTRGPSLRTTT 1075
1110 PISEKEEN 1117
1126 SAGSGEVD 1133 1129 HGal 1132 1126 GSGKVD 1131
1190 NASDKMGM 1197 1312 SQQKTD 1317 1188 NASDR 1192
NS2a 1244 PNSLEEL 1250 1340 RTSKKRSWP 1348 1244 DIEQ 1247
1312 TSQKT 1316 1309 SSMR 1312

1341 IWGR 1344
1346 SWPL 1349 1371 PMT 1374 1369 VPMA 1372
1393 SADL 1396 1403 DVKWEDQAEISGSS 1416 1391 SADLT 1395
NS2b 1403 EVSWEEEAEHSGT 1415 1424 SEDGSMSIKNEEEEQ 1438 1401 DITWEEEAEQTGV 1413
1424 QDDGTMKIKDEERDD 1438 1422 DDDGTMRIKDDETE 1435
1472 KKQR 1475 1468 QKQTQR 1473
1478 VLWDTPSPPEVERA 1491 1481 DVPSPPPVEKAELED 1495 1478 WDVPSPPETQKAELE 1492
1539 RLEPSWAS 1546 1513 AGVYK 1517 1509 VGVGVQ 1514
1557 GWRFQGSWNTGEE 1569 1539 RIEPSWADV 1547 1536 KRLEPNWAS 1544
NS3 1575 VEPGKETP;(E(\E’SJTPGTF 1508 1557 GWKLEGEWKEGEE 1569 1561 QWQKGEE 1567

VEPGKNPKNFQTMP

1606 KPGTSGSPIVN 1616 1576 EPGKNPRAVQTKPGLFKT 1593 1573 AN 1596
1629 VVTTSGT 1635 1595 TGTI 1598 1604 KPGTSGSPIIN 1614

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone
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Anexo 4 (continuagao): Regides com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Bepipred das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e

DENV-3.
DENV-1 DENV-2 DENV-3

Proteina | Posicao e Posicao | Posicao e Posicado | Posicao e Posicao

Inicio Sequeéncla Final | Inicio Sequéncla Final | Inicio Sequeéncla Final
VVTKNGGYVSGIAQT
1642 QAKASQEGPLPEIEDE 1657 1605 FSPGTSGSPIVDR 1617 1627 MRS 1654
1670 HPGSGKTR 1677 1629 VTR 1632 1668 HPGSGKTRK 1676
1721 TAVKSEHTGR 1730 1641 AQTEKSIEDNPEIED 1655 1717 QTTATKSEHTGR 1728
1763 HFTDPASIA 1771 1670 PGAGKTKR 1677 1761 HFTDPASIA 1769
ATPPGTADAFPQSNAPIQ
1792 ATPPGSVEAFPQ 1803 1718 QTPAIRTEHTGR 1729 1790 Lo eSS ONEY 1824
1805 NAVIQDEERDIPERSWNSG 1823 1762 HFTDPASIA 1770 1840 KAGND 1844
ATPPGSRDPFPQSNAPIMDE

1825 DWITDFPG 1832 1791 NSOy 1825 1863 TFDTEYQKTKL 1873
1841 IKSGND 1846 1865 FDSEYVKTRTN 1875 1909 TDGPER 1914

NS3 MPVTHSSAAQRRGRIGRNP MPVTAASAAQRRGRVGRN
1865 TFDTEYQKTKNNDWD 1879 1922 NENDG 1946 1921 okenba 1947
1911 KDGPER 1916 1953 PLENDEDCAH 1962 1951 QPLNNDEDHAHW 1962
1924 PVTVASAAQRRGRIGRNQNKEGDQYV 1949 1974 NTPEGI 1979 1973 NTPEGI 1978
1954 PLNNDEDHAHW 1964 1984 FEPEREKVDAID 1995 1984 EPEREKSAAID 1994
1975 NTPEGI 1980 2058 TKEGERKKL 2066 1997 YRLKGESR 2004
1986 EPEREKSAAID 1996 2028 GIKY 2031
2029 EGFQY 2033 2041 ERNNQI 2046
2043 ERNNQV 2048 2056 WTKEGEKKKL 2065
2058 WTKEGERKKL 2067 2073 RTYSD 2077
2075 RTYSD 2079
2128 SEQGGKAY 2135 2128 EAGGRA 2133 2127 EHGGRA 2132

NS4a | 2140 EELPD 2144 2215 EPEKQRT 2921 2138 EELPE 2142
2171 GLGK 2174 2169 GIGK 2172
2216 EPDRQR 2221 2214 EPEKQR 2219

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone
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Anexo 4 (continuacdo): Regibes com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Bepipred das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3.

DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina | Posicido N Posicdo | Posicao e Posicao | Posicéao N Posicao
Inicio Sequéncla Final | Inicio Sequéncla Final | Inicio Sequéncla Final
2002 TPQDNQ 2007 2002 PQDNQ 2226 2220 TPQDNQ 2025
2064 AENHQ 2268 2953 KKDL 2956 2953 RDLGMSKEPGVVSPTSY 2269
2302 ENTT 2305 2061 ITTQESES 2268 2299 ENSTA 2303
2326 GWPI 2329 2324 GWPL 2327 2323 GWPI 2326
NS4b 2370 LQAKATREAQKRT 2382 2368 LQAKATREAQKRA 2380 2367 LQAKATREAQKRT 2379
2385 GIMKNPTVD 2393 2385 MKNPTVD 2391 2382 GIMKNPTVD 2390
2448 TLWEGSPGKF 2457 2400 PIPYDPKFEK 2409 2444 TTLWEGSPGKF 2454
2489 GGGRR 2493 2445 STLWEGNPGRF 2455 2486 GTGK 2489
2486 TTNTRRGT 2493
2494 GTGAQGETLGEK 2505 2494 GNIGETLGEK 2503 2490 RGTGSQGETLGEK 2502
2518 FNTY 2521 2523 GIQE 2526 2522 GITEVDRTEAKEGLKR 2537
2530 DRSEAKEGLKRGETTKHAVSR 2550 2535 GIKRGETDHHAVSR 2548 2573 GRGG 2576
2576 GRGG 2579 2561 MVTPEGKV 2568 2590 VRGYTKGGPGHEEPVPMST 2608
2592 EVKGYTKGGPGHEEPIPM 2609 2574 GRGGW 2578 2627 PEK 2629
2641 GESSPNPTIEEG 2652 2593 GLTKGGPGHEEPIPMS 2608 2638 GESSPSPTVEES 2649
2702 LSRNST 2707 2626 TPPEKG 2631 2699 LSRNST 2704
RPTIEKDVDLGAGTRHVN
2740 RKPTYERDVDLGAG 2753 2639 GESSPNPTIEA 2649 2738 A 2765
2756 HVAVEPEV 2763 2701 LSRNST 2706 2775 EEHN\S/LVTVNX\?DENP 2794
2776 'KNEHKSTV\‘/’VF/'Q\(/DEDNPYKT 2797 2740 KATYEPDVDLGSGTRNIG 2757 2797 SYEVKATGSASS 2808
N
S5 2800 SYEVKPSGSASS 2811 2760 SEI 2762 2832 MTDTTPFG 2839
KQEHETSWHYDQDHPYKTWA
2835 MTDTTPFG 2842 2776 o OVETKOTOSAGS 2810 2848 VDTRTPRSMPGT 2859
2851 VDTRTPRAKRG 2861 2834 MTDTTPFG 2841 2905 ENQWDSAKAAVEDE 2918
2882 KPRI 2885 2850 VDTRTQEPKEGTK 2862 2948 EKKLGEFGKAKG 2959
2909 NQWNSAKEAVE 2919 2877 GKKKTPRMG 2885 2990 ENSYSGVEGE 2999
KIPGGAMYADDTAGWDTRITED
2951 EKKLGEFGKAKG 2962 2907 ENKWKSAREAVE 2918 3013 Arpaortelian il it 3052
2994 NSLSGVEGE 3002 2950 EKKLGEFGKAKG 2961 3069 VQRPTPTGT 3077
KIPGGNMYADDTAGWD
3016 DA o 3044 2993 NSLSGVEGE 3001 3085 KDQRGSGQVGTY 3096
3014 SKKEGGAMYADDTAGWD 3030
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Anexo 4 (continuacdo): Regibes com propensao a antigenicidade determinada através da escala de Bepipred das proteinas dos DENV-1, DENV-2 e

DENV-3.
DENV-1 DENV-2 DENV-3
Proteina Posicao A Posicao Posicao A Posicao Posicao A Posicao

Iniolo Sequéncla Final Inioo Sequeéncla Findl Inioo Sequéncla Findl
3074 RPAKNGT 3080 3072 QRPTPRGT 3079 3115 EGVL 3118
3087 RRDQRGSGQVGTY 3099 3087 RDQRGSGQVGTY 3098 3122 DLENPHLPEK 3131
3125 ELESPNL 3131 3182 IQQWEPSRGWNDW 3194 3176 KVRKDIPQWQPSKGWHDW 3193
3178 KVRKDIPQWEPSKGWNDW 3195 3231 ISQG 3234 3219 RPQDEL 3204

NS5 3223 QDEL 3226 3276 SHWVPTSRTT 3085 3230 ISQG 3233
3231 RVSQGAGWS 3239 3313 PWMEDKTPVESWEEV 3327 3278 VPTSRTT 3284
3278 NWVPTSRTT 3286 3329 YLGKREDQW 3337 3311 NPWMEDKTPVTTWEN 3325
3313 NPWMEDKTHVSSWEEV 3328 3368 EEYTDYMP 3375 3328 YLGKREDQW 3336
3330 YLGKREDQW 3338 3381 RREEEEA 3387 3379 FRKEEESEGAI 3389
3381 FKNESDPEGAL 3391
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Anexo 5: Alinhamento multiplo entre cada sorotipo dos DENV e a proteina 1R6R, selecionada
como molde para a modelagem por homologia da proteina C

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

1RE6R_B|PDBID|CHRIN| SEQUERCE
1RER_AIPDBID|CHAINI|SEQUERCE
denguel

1RE6R_B|PDBID| CHAIN| SEQUENCE
1RER_RIPDBID|CHAIN|SEQUENCE
denguel

1RER BIPDBID|CHAINISEQUERCE
1RER_A|PDBID|CHAIN| SEQUENCE
denguel

MNDORKERRNT FFRMLERERNRVSTVRQLTKRFSLEGMLOGRGFLELIMAL 50
MNDORKERARNT P FRMLERERNRVSTVQQLTHRFSLGMLOGRGELELEMAL 50
MNHORKHI GRES FRMLERARNRVSTGSQLAKRE SHGLLSGRGEMHLVMAF S0

BEsEEEE: RAREEE RERARE REcEREE Bk BaREcEE BE

VAFLRFLIIPPTAGILERWGT IKKSEAINMVLRGFRHEIGRMLNILNRERR 100
VAFLRFLTIFFTAGILERWGT IKKSERINVLRGFREEIGRMLNIINRERR 100
IAFLRFLRIPPTRGILARKWS SFEENGAIEVLBGIEEEISSMLNIMNRRER 100

shdhdhd chdhbhddd hd o kh ddckhdkdkddd Akbb kbW

SVIMLIMLLPTALA 114 DENV-1

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

1RER_BIPFDBID|CHAIN|SEQUENCE
1R6R_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
dengue?

1RER _BIPDBID|CHAIN|SEQUENCE
1R6R_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
dengus?

1RER_BIPOBID|CHAIN|SEQUENCE
1RER_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
dengus?

MRDQREIARNT FENMLERERNEVSTVOOLTERFSLEMLOGRGFLELEMAL 50
MHDORHHARNT PENMLERERNEVSTVROLTRRE SLGMLOGRGPLELEMAL 50

MHHORHEAR ST FEFNMLERERNEVSTVOOLTERFSLEMLOGREFLELFMAL 50
B e e T

VAFLEFLTIPPTAGILKRWCT IKKSERINVLRGFREEIGRMINILNRRER 100
VAFLRFLTIPPTAGILERWGT IKESFAINVLRGFREEIGRMLNILNRRRE 100

VAFLRFLTIFPTAGILERWGT IKMSKAINVLEGFREEIGEMLNILNRERE 100
D T T T

TAGVIIMLIPTAMA 114 DENV -2

1RER_B|PDBID|CHAIN|SEQUERCE
1R6R_A|PDBID|CHAIN| SEQUERCE
denguel

1RER_B|POBID|CHAIN|SEQUERCE
1RER_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
dengue3

1RER_B|PDBID|CHAIN| SEQUENCE
1RER_A|PDBID|CHRINI|SEQUERCE
denguel

CLUSIAL 2.0.12 maltiple sequence alignment

MHDORKERRNT FERMLERERNEVS TVRQLIKRESLEMLOGRGPLELEMAL 50
MHDORKHARNT PENMLERERNRVS TVRLTHRFSLGMLOGRGEFLKLEMAL 50
MMNGREET GHPS IRMLERVENRVS TG SQLAKRFSEELLNGGEMKLVEAF 50

dkadhkds = rhkkdd hkddhkdk  hkahhhd Aok hahdodh ks

VAFLRFLTIFPTAGILERWGT IKKSKAINVLRGFREEIGRMLNILNRRRE 100
VAFLRFLTIPPTAGILERWGT IKKSEAINMVLRGFREEIGRMLNILNRRRE 100

IAFLRFLAIFPFTAGVLARWGI FEESGATHVLKGEFEEEISRMLESI INKREE 100
R R R L e T R I R T IR PE T T r

TSLCIMMILPARLA 114 DENV -3
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

3CED_E|PDBID|CHAIN | SEQUEHCE
3C6D_D| POBID| CHAIN | SEQUENCE
3C60_FI|FOBID| CHAIN | SEQUENCE
denguel

3CED _E|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3CED_DIPOBID| CHAIN| SEQUENCE
3C6D_F | POBID| CHAIN | SEQUENCE
denguel

3C6D_E|PDBID| CHAIN| SEQUENCE
3ICED DI POBID|CHAIN|SEQUENCE
3CED_F|POBID| CHAIN| SEQUENCE
denguel

3CED_E | PDBID| CHAIN| SEQUENCE
3C6D_D| POBID| CHAIN | SEQUERCE
3CE0_FIFOBID| CHAIN | SEQUENCE
denguel

FELTTRHGEPHMIVERQEKGKSLLEKTEDGVHHCT LMAMDLGELCEDTIT 50
FHLITRHGEFHMIVSRQERGHSLLFHTEDEVEMCT LMRMDLGELCEDTIT 50
FHLITERGEFMMIVERQERGKSLLEKTEDGVHHCT LMRMDLGELCEDTIT 50
FHLITRGGEFHMIVEHOERGHSLLEHT SGGVHHCT LIRMDLGELCEDTMT 50

I T T T e e P T T R T e

TR PLLROHE FE DI DCWCH S T STRVT I T === == e e 1]
YHCELLRQHEFEDIDCWCHSTSTRVIYGICT
YHCELLAQHE PEDI DCWCHS TSTWVI¥GICT -~ =========c=c===== B]
THCFRITEREPDOVDCWCHAT DIWVT YT CSQI GEHRRDERSVALAFEVG 100

L (| l-l;l:ii-ii-i:i.'iiiiiiii;

LGLETRTETWMSSECGAWMQIQEVETHALRHBPGFTVIALFLARAIGTSITY 150

KGIIFILIMLVIESMA 166 DENV-1

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

3CED_E | EDBIDICHAIN| SEQUENCE
3CED_D|PDBIDICHAIN| SEQUENCE
3CED_F|PDBIDICHAIN|SEQUENCE
dengued

3C6D_E | BDBIDICHAIN | SEQUENCE
3C6D_D|EDBIDICHATN | SEQUENCE
3CED_F|BDBIDICHAIN| SEQUENCE
dengue?

3CED_E | PDBIDICHAIN | SEQUENCE
3C6D_D|BDBIDICHAIN | SEQUENCE
3CED_F|BDBIDICHAIN| SEQUENCE
dengued

3CED_E | BDBIDICHAIN| SEQUENCE
3C6D_D|BDBIDICHAIN | SEQUENCE
3CED_F | BEDBIDICHAIN | SEQUENCE
dengued

FHLTTREGEPHMIVSROEHGHSLLIWTEDGVIMCTLMAMDLGELCEDTIT 50
FHLTTRHGE PEMIVSRQEHEHSLLFHTEDGVHMCTLMAMDLGELCEDTIT 50
FHLTTREGEPEMIVSRQEHGHSLLIHTEDGVHMCTLMAMDLGELCEDTIT 50
FHLTTREGE PEHMIVGRUEHGHSLLIRTEDGVIMCTIMRIDEGELCEDTIT 50

L e e R e T P R e

PR B LR PE D DO S T S TV T Y BT T~ === == mmmmmmmmmmmme 8]
YR EL LA NE FEDT DCWCHS TS TRVT YET T ===
YHCPLLAQHE FED T DCWCHS IS TRV I YEI LT == mm e e mm e B
YHCPLLRQNEFEDT DOWCHSTSTWVI YGICT T TGERRREERSVAIVEHVE 100

L R R R R T

MELETRTETRMS SEGAWEIN QRIETWILRHPGFAIMARILAYTIGTTHR] 150

RALIFILLTAVAESMT 164

DENV -2

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

3CE0_EIFDBIDICHAINISEQUENCE
3CE0 DIFDBIDICHAINISEQUENCE
3CE0_FIFDBIDICHAINISEQUENCE
dengue3

JCED_E|FDBIDICHRINI SEQUENCE
JCED_DIFDBIDICHRINI SEQTUENCE
3CED_FIFDEIDICHRINISEQUENRCE
denguel

ACED_E | PDBLDI CHRIN | SEQUENRCE e =

B

FHLTTRNGEFRMIVSRQERGHS LLFRIEDGVIACT LMAMDLGELCEDTIT
FHLTTRNGE FHMIVSRQEHGKS LLEHTEDGVIMCT LMAMDLGELCEDT
FHLTTRNGE FHMIVSROEHGKS LLEHTEDGVIMCT LMAMDLGELCEDT I
FHLTSRDGE FRMIVGEIERGKS LLEHTASG INMCT LIAMOLGEMCDDTVI

Rk E R R R w

YHCFLLRONE FEDI DCWCHST STWVI ¥GICT === == mmmnmananan
YHCFLLRONE PEDIDCWCHST STWVI¥GICT======nmennsmanaaa=
YHCPLLRONE PEDI DCWCHE T STRVI ¥GICT === mmmemennaaaaaan=
YHCPHITEVE FEDIDCWCHLT STWVT ¥GTCHQASERRADERSVALAPEVE

EEME i EAEEEEEREE SEERAEEEEEE

3CED_D|PDBID| CHRIN | SEQUENCE — -

3CED_F|FDBIDI CHAIN| SEQUENCE - -
dengues

3CED_E | POBID| CHAIN| SEQUENCE
3CED_DIFDBIDICHAIN| SEQUENCE
ICED_FIFIBIDICHAIN | SEQUENCE
dengueld

EVVIFILLMLVIEEMT 166

MELDTRI TR S REGRWRVEEVE THRALRH PEFTILALFLARYIGTSLIQ

ok EE R kR R R R e e

DENV-3

50
50
50
50

81
g1
£l
100
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Anexo 6: Alinhamento multiplo, realizado através do programa clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e a proteina 3C6D, selecionada como molde
para a modelagem por homologia da proteina pr/M

167



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

ANEXO 7

168

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

Anexo 7: Alinhamento multiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e as diferentes proteinas selecionadas
como modelo para a modelagem por homologia da proteina E dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. (A) alinhamento entre as proteinas 1TGE, 1TG8 e
DENV-1; (B) alinhamento entre 1TUZG, 2HGO e DENV-2 e (C) alinhamento entre 17TG8 e DENV-3.

(A)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1TGE_B|PDB MRCIGISNRD FVEGVSGGSW VDIVLEHGSC VTTMAKNKPT LDFELIKTEA KQPATLRKYC IEAKLTNTTT ESRCPTQGEP TLNEEQDKRF VCKHSMVDRG WGNGCGLEFGK GGIVTCAMEFT CKKNMEGKIV
1TGE_A|PDB MRCIGISNRD FVEGVSGGSW VDIVLEHGSC VTTMAKNKPT LDFELIKTEA KQPATLRKYC IEAKLTNTTT ESRCPTQGEP TLNEEQDKRF VCKHSMVDRG WGNGCGLEFGK GGIVTCAMEFT CKKNMEGKIV
1TGE_C|PDB MRCIGISNRD FVEGVSGGSW VDIVLEHGSC VTTMAKNKPT LDFELIKTEA KQPATLRKYC IEAKLTNTTT ESRCPTQGEP TLNEEQDKRF VCKHSMVDRG WGNGCGLEFGK GGIVTCAMEFT CKKNMEGKIV
1TG8_A|PDB MRCIGISNRD FVEGVSGGSW VDIVLEHGSC VTTMAKNKPT LDFELIKTEA KQPATLRKYC IEAKLTNTTT DSRCPTQGEP TLNEEQDKRF VCKHSMVDRG WGNGCGLEFGK GGIVTCAMEFT CKKNMEGKIV

denguel MRCVGIGNRD FVEGLSGATW VDVVLEHGSC VTTMAKNKPT LDIELLKTEV TNPAVLRKLC IEAKISNTTT DSRCPTQGEA TLVEEQDANF VCRRTFVDRG WGNGCGLFGK GSLLTCAKFK CVTKLEGKIV
Clustal Co Kokkekk kkk Kkkkokk sk Kk kkKkkkkk Akkkkkkk Ak Kk s kkskkk s kk Kkk Kk Kkkkyskkkk sokkkkkkkk | Kk Kkkk Kk kksesskkkk Kkkkkkkkkk K sekkk K K s okkkkk
T T e O T T T T e e T e e e e i I I

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1TGE_B|PDB QPENLEYTVV ITPHSGEEHA VGNDTGKHGK EVKITPQSSI TEAELTGYGT VTMECSPRTG LDFNEMVLLQ MKDKAWLVHR QWFLDLPLPW LPGADTQGSN WIQKETLVTEF KNPHAKKQDV VVLGSQEGAM
1TGE_A|PDB QPENLEYTVV ITPHSGEEHA VGNDTGKHGK EVKITPQSSI TEAELTGYGT VTMECSPRTG LDFNEMVLLQ MKDKAWLVHR QWFLDLPLPW LPGADTQGSN WIQKETLVTEF KNPHAKKQDV VVLGSQEGAM
1TGE_C|PDB QPENLEYTVV ITPHSGEEHA VGNDTGKHGK EVKITPQSSI TEAELTGYGT VTMECSPRTG LDFNEMVLLQ MKDKAWLVHR QWFLDLPLPW LPGADTQGSN WIQKETLVTEF KNPHAKKQDV VVLGSQEGAM
1TG8_A|PDB QPENLEYTVV ITPHSGEEHA VGNDTGKHGK EVKITPQSSI TEAELTGYGT VTMECSPRTG LDFNEMVLLQ MKDKAWLVHR QWFLDLPLPW LPGADTQGSN WIQKETLVTEF KNPHAKKQDV VVLGSQEGAM

denguel QYENLKYSVI VTVHTGDQHQ VGNETTEHGT IATITPQAPT SEIQLTDYGA LTLDCSPRTG LDFNEMVLLT MKEKSWLVHK QWFLDLPLPW TSGASTSQET WNRQDLLVTEF KTAHAKKQEV VVLGSQEGAM
clustal CO * ***:*:*: :* *:*::* ***:* :**. ..****:. :* :**.**: :*::****** K,k k ok ok ok ok ok ok **:*:****: Kk Kk k ok ok ok ok ok ok ok .**.*. * . * Kk ok *..*****:* Kk Kk k ok ok ok ok ok ok ok
B I L B L I I e I L B L I I I L e L e I T ) I e

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1TGE_B|PDB HTALTGATEI QMSSGNLLFT GHLKCRLRMD KLQLKGMSYS MCTGKEFKVVK EIAETQHGTI VIRVQYEGDG SPCKIPFEIM DLEKRHVLGR LITVNPIVTE KDSPVNIEAE PPFGDSYIII GVEPGQLKLN
1TGE_A|PDB HTALTGATEI QMSSGNLLFT GHLKCRLRMD KLQLKGMSYS MCTGKEFKVVK EIAETQHGTI VIRVQYEGDG SPCKIPFEIM DLEKRHVLGR LITVNPIVTE KDSPVNIEAE PPFGDSYIII GVEPGQLKLN
1TGE_C|PDB HTALTGATEI QMSSGNLLFT GHLKCRLRMD KLQLKGMSYS MCTGKEFKVVK EIAETQHGTI VIRVQYEGDG SPCKIPFEIM DLEKRHVLGR LITVNPIVTE KDSPVNIEAE PPFGDSYIII GVEPGQLKLN
1TG8_A|PDB HTALTGATEI QMSSGNLLFT GHLKCRLRMD KLQLKGMSYS MCTGKFKVVK EIAETQHGTI VIRVQYEGDG SPCKIPFEIM DLEKRHVLGR LITVNPIVTE KDSPVNIEAE PPFGDSYIII GVEPGQLKLD

denguel HTALTGATEI QTSGTTTIFA GHLKCRLKMD KLTLKGTSYV MCTGSFKLEK EVAETQHGTV LVQVKYEGTD APCKIPFLTQ DEKGVTIQNGR LITANPIVTD KEKPVNIETE PPFGESYIVV GAGEKALKLS
Clustal Co Kok kkkkkkkk K k| sks kkkkkkkykk Kk kkk kk  kkkk Kky Kk Kekkkkkkks soskskkk s kkkKkkK * . Kok kkk kkkkks Kk kkkkksk Kkkkokkkeo K Kok k|
I | I | | N . | I | I
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490

1TGE B|PDB  WFKKG-———— — oo o
1TGE A|PDB  WFKKG-———— — oo o
1TGE C|PDB  WFKKG-———— — oo oo
1TG8_A|PDB  WEKKG-———— —mmmmmmm e oo
denguel WFKKGSSIGK MFEATARGAR RMATLGDTAW DFGSIGGVFT SVGKLVHQVF GTAYGVLFSG VSWIMKIGIG ILLTWLGLNS RSTSLSMTCI AVGMVTLYLG VMVQA
Clustal Co  *****

169

Tese de doutorado — Thatiane Santos De Simone



Mapeamento de epitopos B de proteinas imunogénicas dos virus dengue tipos 1, 2 e 3

Anexo 7 (continuagdo): Alinhamento multiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e as diferentes proteinas
selecionadas como modelo para a modelagem por homologia da proteina E dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. (A) alinhamento entre as proteinas
1TGE, 1TG8 e DENV-1; (B) alinhamento entre 1TUZG, 2HGO0 e DENV-2 e (C) alinhamento entre 17TG8 e DENV-3.

(B)
T T e O e T T T T T e e e e T I T I I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1UZG_B|PDB MRCVGVGNRD FVEGLSGATW VDVVLEHGGC VTTMAKNKPT LDIELQKTEA TQLATLRKLC IEGKITNITT DSRCPTQGEA ILPEEQDONY VCKHTYVDRG WGNGCGLFGK GSLVTCAKFQ CLESIEGKIV
1UZG_A|PDB MRCVGVGNRD FVEGLSGATW VDVVLEHGGC VTTMAKNKPT LDIELQKTEA TQLATLRKLC IEGKITNITT DSRCPTQGEA ILPEEQDONY VCKHTYVDRG WGNGCGLFGK GSLVTCAKFQ CLESIEGKIV
dengue2 MRCIGISNRD FVEGVSGGSW VDIVLEHGSC VTTMAKNKPT LDFELIKTEA KQPATLRKYC IEAKLTNTTT ESRCPTQGEP SLNEEQDKRF ICKHSMVDRG WGNGCGLFGK GGIVTCAMFT CKKNMEGKVV
2HGO_A |PDB FNCLGMSNRD FLEGVSGATW VDLVLEGDSC VTIMSKDKPT IDVKMMNMEA ANLAEVRSYC YLATVSDLST KAACPTMGEA HNDKRADPAF VCRQGVVDRG WGNGCGLFGK GSIDTCAKFA CSTKAIGRTI
clustal CO :_*:*:_*** *:**:**_:* **:*** __* * k. *:*:*** :*_:: H * K :* :*_ * et :* . * K K **_ . * ::*:: Kk khkkhkk KAk khkkhkk kK kK *_: K kK K * . *:
B e e I
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1UZG_B|PDB QHENLKYTVI ITVHT-GDQH QVGNET--QG VTAE----IT SQASTAEAIL PEYGTLGLEC SPRTGLDEFNE MILLTMKDKA WMVHRQWEFEFD LPLPWTSGAT TKTPTWNRKE LLVTFKNAHA KKQEVVVLGS
1UZG_A|PDB QHENLKYTVI ITVHT-GDQH QVGNET--QG VTAE----IT SQASTAEAIL PEYGTLGLEC SPRTGLDEFNE MILLTMKDKA WMVHRQWEEFD LPLPWTSGAT TKTPTWNRKE LLVTFKNAHA KKQEVVVLGS
dengue2 LPENLEYTIV ITPHS-GEEH AVGNDTGKHG EEIK----IT PQSSITEAEL TGYGTVTMEC SPRTGLDEFNE MVLLQOMEEKA WLVHRQWEFLD LPLPWLPGAD TQGSNWIQKE TLVTFKNPHA KKQDVVVLGS
2HGO_A |PDB LKENIKYEVA IFVHGPTTVE SHGNYSTQVG ATQAGREFSIT PAAPSYTLKL GEYGEVTIVDC EPRSGIDTNA YYVMTVGTKT FLVHREWEFMD LNLPWSSAGS T---VWRNRE TLMEFEEPHA TKQSVIALGS
clustal CO **::*: * * . **: * * K . * * K H ::* _**:*:** ] *: ::***:**:***** e * * _:* *: *::_** _**_*:_***
T e e e T T L T T I T T e Y T e
270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1UZG_B|PDB QEGAMHTALT GATEIQTSGG TS-IFAGHLK CRLKMDKLKL KGMSYAMCLN TFVLKKEVSE TQHGTILIKV EYKGEDAPCK IPFS-TEDGQ GKAHNGRLIT ANPVVTKKEE --PVNIEAEP PFGESNIVIG
1UZG_A|PDB QEGAMHTALT GATEIQTSGG TS-IFAGHLK CRLKMDKLKL KGMSYAMCLN TEFVLKKEVSE TQHGTILIKV EYKGEDAPCK IPFS-TEDGQ GKAHNGRLIT ANPVVTKKEE --PVNIEAEP PFGESNIVIG
dengue2 QEGAMHTALT GATEIQMSSG NL-LFTGHLK CRLRMDKLQL KGMSYSMCTG KFKIVKEIAE TQHGTIVIRV QYEGDGSPCK IPFE-IMDLE KRHALGRLIT VNPIVTEKDS --PVNIEAEP PFGDSYIIIG
2HGO_A |PDB QEGALHQALA GAIPVEFSSN TVKLTSGHLK CRVKMEKLQL KGTTYGVCSK AFKFLGTPAD TGHGTVVLEL QYTGTDGPCK VPISSVASLN DLTPVGRLVT VNPEFVSVATA NAKVLIELEP PEFGDSYIVVG
Clustal CO ****:* **: * % [ *.. :**** **::*:**:* * x :*.:* * * ***:::.. :* * ..*** :*:. . 3 ***:* .**.*: *x kK Kk ***:* *::*
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
1UZG_B|PDB IGDKALKINW YRK———mm e mmm e o o
1UZG_A|PDB IGDKALKINW YRK———m e mmm e o o
dengue2 VEPGQLKLNW FKKGSSIGOM FETTMRGAKR MAILGDTAWD FGSLGGVFTS IGKALHQVFG AIYGAVEFSGV SWTMKILIGV IITWIGMNSR STSLSVSLVL VGVVTLYLGA MVQA
2HGO_A|PDB RGEQQINHHW HKSGSHHHHH H--------- ———-mmmmmm
Clustal Co RS
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Anexo 7 (continuagdo): Alinhamento multiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e as diferentes proteinas
selecionadas como modelo para a modelagem por homologia da proteina E dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. (A) alinhamento entre as proteinas
1TGE, 1TG8 e DENV-1; (B) alinhamento entre 1TUZG, 2HGO0 e DENV-2 e (C) alinhamento entre 17TG8 e DENV-3.

©)
O e O T e e e T O e T L T I T M e
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
dengue3 MRCVGVGNRD FVEGLSGATW VDVVLEHGGC VTTMAKNKPT LDIELQKTEA TQLATLRKLC IEGKITNITT DSRCPTQGEA VLPEEQDQONY VCKHTYVDRG
1TG8_A|PDB MRCIGISNRD FVEGVSGGSW VDIVLEHGSC VTTMAKNKPT LDFELIKTEA KQPATLRKYC IEAKLTNTTT DSRCPTQGEP TLNEEQDKRF VCKHSMVDRG
Clustal Co ***:*:.*** ****:**.:* **:*****.* * Kk k k ok kkkokk **:** * Kk ok Kk .* * ok kkk x **.*:** * * *********. .* ****:.: ****: * %k k %
T T B T e M e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
dengue3 WGNGCGLFGK GSLVTCAKFQ CLEPIEGKVV QYENLKYTVI ITVHTGDQHQ VGNET--QGV TAEITPQAST TEAILPEYGT LGLECSPRTG LDFNEMILLT
1TG8_A|PDB WGNGCGLFGK GGIVTCAMFT CKKNMEGKIV QPENLEYTVV ITPHSGEEHA VGNDTGKHGK EVKITPQSSI TEAELTGYGT VTMECSPRTG LDFNEMVLLQ
clustal co KKK KKK KK KK *_:**** * * H :***:* * ***:***: * K *:*::* ***:* :* _:****:* * kK *_ * K K H :******* ******:**
B 1 e e e e e o |
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
dengue3 MKNKAWMVHR QWFFDLPLPW TSGATTETPT WNRKELLVTF KNAHAKKQEV VVLGSQEGAM HTALTGATEI QONSGGTSIFA GHLKCRLKMD KLELKGMSYA
1TG8_A|PDB MKDKAWLVHR QWFLDLPLPW LPGADTQGSN WIQKETLVTF KNPHAKKQDV VVLGSQEGAM HTALTGATEI QMSSGNLLFT GHLKCRLRMD KLQLKGMSYS
clustal co **:***:*** ***:****** _** *: .. * :** * ok kK **_*****:* Kkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhk K hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk K *_*_ :*: *******:** **:******:
B e e e e e e e e I e o |
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
dengue3 MCTNTFVLKK EVSETQHGTI LIKVEYKGED APCKIPFSTE DGQGKAHNGR LITANPVVTK KEEPVNIEAE PPFGESNIVI GIGDKALKIN WYRKGSSIGK
1TG8_A|PDB MCTGKFKVVK EIAETQHGTI VIRVQYEGDG SPCKIPFEIM DLEKRHVLGR LITVNPIVTE KDSPVNIEAE PPFGDSYIII GVEPGQLKLD WFKKG-—----—
clustal Co ***..* : * *::******* :*:*:*:*:. :******. * H H * x ***.**:**: *:.******* ****:* *:* *: **:: *::**
T e e I O e T T I T
410 420 430 440 450 460 470 480 490
dengue3 MFEATARGAR RMAILGDTAW DFGSVGGVLN SLGKMVHQIF GSAYTALFSG VSWVMKIGIG VLLTWIGLNS KNTSMSFSCI AIGIITLYLG AVV
ITG8_A|PDB  ——— e e e e e e e e o
Clustal Co
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Anexo 8: Alinhamento multiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e as diferentes proteinas selecionadas como

modelo para a modelagem por homologia da proteina NS3 dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

(A) alinhamento entre as proteinas 2783, 2V80 e

DENV-1; (B) alinhamento entre as proteinas 2Z83, 2V80 e DENV-2 e (C) alinhamento entre 2V80 e DENV-3. Em destaque, motivo de
seqléncias das atividades de helicase, RTPase e NTPase da proteina NS3.

(A)

2783_A|PDB
2V8O_A|PDB
denguel

Clustal Co

2783_A|PDB
2V8O_A|PDB
denguel

Clustal Co

2783_A|PDB
2V8O_A|PDB
denguel

Clustal Co

2783_A|PDB
2V8O_A|PDB
denguel

Clustal Co

2783_A|PDB
2V80O_A|PDB
denguel

Clustal Co

SGVLWDTPSP PEVERAVLDD GIYRILQRGL LGRSQVGVGV FQDGVFHTMW HVTRGAVLMY QGKRLEPSWA SVKKDLISYG GGWREQGSWN TGEEVQVIAV EPGKNPKNVQ TTPGTFKTPE GEVGAIALDF KPGTSGSPIV

170 180 190 200

MASM TGGQQMGRGS PNMLRKRQMT VLDLHPGSGK
777777 GPAYN-—-- PEMLKKRQLT VLDLHPGAGK

B T L A B L L A T T T R T R T
210 220 230 240 250 260 270 280

TRKILPQIIK DAIQQRLRTA VLAPTRVVAA EMAEALRGLP VRYQTSAVQR EHQGNEIVDV MCHATLTHRL MSPNRVPNYN

TRRILPQIIK DAIQKRLRTA VLAPTRVVAA EMAEALRGLP VRYLTPAVQR EHSGNEIVDV MCHATLTHRL MSPLRVPNYN

NREGKIVGLY GNGVVTTSGT YVSAIAQAKA SQEGPLPEIE DEVFKKRNLT IMDLHPGSGK

TRRYLPAIVR EAIRRKLRTL ILAPTRVVAS EMAEALKGMP IRYQTTAVKS EHTGREIVDL MCHATFTMRL

LFVMDEAHFT
LFVMDEAHFT
MIIMDEAHE'T

LKk kK KKK

SRVIDCRKSV
SRVIDCRKSV
DRVIDPRRCL

LRk kR k.

290

iRk ok pakkokkkaokk Kok Kk kg skkgagkkK sk kkkkokkok . kkkkkk ok ok gkk Kk Kk Kk ok kkkky Kkkkk ok kx

DPASIAARGY IATKVELGEA AAIFMTATPP GTTDPFPDSN APIHDLQDEI PDRAWSSGYE WITEYAGKTV WEVASVKMGN EIAMCLQRAG KKVIQLNRKS YDTEYPKCKN GDWDEFVITTD
DPASIAARGY IATRVEAGEA AAIFMTATPP GTSDPFPDTN SPVHDVSSEI PDRAWSSGFE WITDYAGKTV WEVASVKMSN EIAQCLQRAG KRVIQLNRKS YDTEYPKCKN GDWDEFVITTD

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410

DPASIAARGY ISTRVGMGEA AAIFMTATPP GSVEAFPQSN AVIQDEERDI PERSWNSGYD WITDFPGKTV WEVPSIKSGN DIANCLRKNG KRVIQLSRKT FDTEYQKTKN

NDWDYVVTTD

LSPVRVPNYN

shk KKk KAk

sl
420
ISEMGANFGA
ISEMGANFGA
ISEMGANFRA

430

570

ok ok ok Kk Kk Kk Kk

KPTILEEGEG
KPTILDEGEG
KPVILKDGPE

Kk KAk ek

440

580

Kok kKKK KKK KAKKKAK T R Dk Kok ok kkg kkkgg kkkKk KRk Kok ok ikx kxg Kok kAKK Ak skAKA K Ak AKkki ki kkEk AKAKAKEX Kk

D e e e e e e e e T e O I
450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560
RVILGNPSPI TSASAAQRRG RVGRNPNQVG DEYHYGGATS EDDSNLAHWT EAKIMLDNIH MPNGLVAQLY GPEREKAFTM DGEYRLRGEE KKNFLELLRT ADLPVWLAYK VASNGIQYTD
RVILSVPSAI TSASAAQRRG RVGRNPSQIG DEYHYGGGTS EDDTMLAHWT EAKILLDNIH LPNGLVAQLY GPERDKTYTM DGEYRLRGEE RKTFLELIKT ADLPVWLAYK VASNGIQYND
RVILAGPMPV TVASAAQRRG RIGRNQNKEG DQYVYMGQPL NNDEDHAHWT EAKMLLDNIN TPEGIIPALF EPEREKSAAI DGEYRLRGEA RKTFVELMRR GDLPVWLSYK VASEGFQYSD

Kokokk |k kKKK KKKKK kg kkKk Kok ok ko k| I KKKk KAk gy kkkK g Kk, K Kok s Ky Kk Kk kK Kk K sk kkk KKKk kk s kk kokk gk g kk |k

B L I L I Ky e
590 600 610 620

RKWCEFDGPRT NAILEDNIEV EIVTRMGERK ILKPRWLDAR VYADHQALKW FKDFAAGKRH HHHHH
RKWCEDGPRS NIILEDNNEV EIITRIGERK VLKPRWLDAR VYSDHQSLKW FKDFAAGKR- —--—--—
RRWCEDGERN NQVLEENMDV EIWTKEGERK KLRPRWLDAR TYSDPLALRE FKEFAAGRR- —--—--—

*oeokokkokok K

*aokk ek ok
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Anexo 8 (continuagao): Alinhamento multiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e as diferentes proteinas
selecionadas como modelo para a modelagem por homologia da proteina NS3 dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. (A) alinhamento entre as proteinas
2783, 2V80 e DENV-1; (B) alinhamento entre as proteinas 2283, 2V80 e DENV-2 e (C) alinhamento entre 2V80 e DENV-3. Em destaque,
motivo de sequiéncias das atividades de helicase, RTPase e NTPase da proteina NS3.

(B)

2783_A|PDB
2V80_A|PDB
Dengue

Clustal Co

2783_A|PDB
2V80_A|PDB
Dengue

Clustal Co

2283_A|PDB
2V80O_A|PDB
Dengue

Clustal Co

2783_A|PDB
2V80_A|PDB
Dengue

Clustal Co

2783_A|PDB
2V80_A|PDB
Dengue

Clustal Co

2283_A|PDB
2V80O_A|PDB
Dengue

Clustal Co

AGVLWDVPSP PPVEKAELED GAYRIKQRGI LGYSQIGAGV YKEGTFHTMW HVTRGAVLMH RGKRIEPSWA DVKKDLISYG GGWKLEGEWK EGEEVQVLAL EPGKNPRAVQ TKPGLEFKTNT

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

7777777777 MASMTGGQQOM GRGS--—---- ———=———--—-—— —————————— —————————P NMLRKRQMTV LDLHPGSGKT RKILPQIIKD AIQQRLRTAV LAPTRVVAAE MAEALRGLPV
7777777777777777 GPAY N-—------~ ————-----e —————————— ————————-P EMLKKRQLTV LDLHPGAGKT RRILPQIIKD AIQKRLRTAV LAPTRVVAAE MAEALRGLPV
GTIGAVSLDE SPGTSGSPIV DRKGKVVGLY GNGVVTRSGA YVSAIAQTEK SIEDNPEIED DFFRKKRLTI MDLHPGAGKT KRYLPAIVRE AIKRGLRTLI LAPTRVVAAE MEEALRGLPI
:*:::*: :*****:*** °B * Kk *::: **:: * Kk k H dhkkhkkkkhkkhkkhkk Kk *******:
P B L L T L T L e L T T e L LT T T e B L T I T
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

RYQTSAVQRE HQGNEIVDVM CHATLTHRLM SPNRVPNYNL FVMDEAHFTD PASTAARGYI ATKVELGEAA AIFMTATPPG TTDPFPDSNA PIHDLQDEIP DRAWSSGYEW ITEYAGKTVW
RYLTPAVQRE HSGNEIVDVM CHATLTHRLM SPLRVPNYNL FVMDEAHFTD PASTIAARGYI ATRVEAGEAA AIFMTATPPG TSDPFPDTNS PVHDVSSEIP DRAWSSGFEW ITDYAGKTVW
RYQTPAIRTE HTGREIVDLM CHATFTMRLL SPVRVPNYNL IIMDEAHFTD PASTIAARGYI STRVEMGEAA GIFMTATPPG SRDPFPQSNA PIMDEEREIP ERSWNSGHEW VTDFKGKTVW

kk Kk Kkaee Kk Kk Kk khkkkeok Kkkkkok Kkko Kkk kkkkkkk ook khkkhkkhkk Khkkkkkkkkk o kokk kkkk hkkkhkkhkkk o kkkkae ke Ko oK kkk ek ek Kk kk skes kkkkk

P e L L T T L B L I T B L LT T T e L T T I T
370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
FVASVKMGNE IAMCLQRAGK KVIQLNRKSY DTEYPKCKNG DWDFVITTDI SEMGANFGAS RVIDCRKSVK PTILEEGEGR VILGNPSPIT SASAAQRRGR VGRNPNQVGD EYHYGGATSE
FVASVKMSNE IAQCLQRAGK RVIQLNRKSY DTEYPKCKNG DWDFVITTDI SEMGANFGAS RVIDCRKSVK PTILDEGEGR VILSVPSAIT SASAAQRRGR VGRNPSQIGD EYHYGGGTSE
FVPSIKAGND IAACLRKNGK KVIQLSRKTE DSEYVKTRTN DWDFVVTTDI SEMGANFRAE RVIDPRRCMK PVILTDGEER VILAGPMPVT HSSAAQRRGR IGRNPRNEND QYIYMGEPLE

KKk K ek Ko KKk Kkkes Kk kKKK _KKkes Kekk K o KAKKK s kKKK KAKKKKK K KkKK Ko ok K KKk ckk K KKK * -k ckKKKKKKK kKKK . * ek KKk *

e e e e e L L I
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
DDSNLAHWTE AKIMLDNIHM PNGLVAQLYG PEREKAFTMD GEYRLRGEEK KNFLELLRTA DLPVWLAYKV ASNGIQYTDR KWCFDGPRTN AILEDNIEVE IVTRMGERKI LKPRWLDARV
DDTMLAHWTE AKILLDNIHL PNGLVAQLYG PERDKTYTMD GEYRLRGEER KTFLELIKTA DLPVWLAYKV ASNGIQYNDR KWCFDGPRSN IILEDNNEVE IITRIGERKV LKPRWLDARV

NDEDCAHWKE AKMLLDNINT PEGIIPSMFE PEREKVDAID GEYRLRGEAR KTFVDLMRRG DLPVWLAYRV AAEGINYADR RWCEFDGIKNN QILEENVEVE IWTKEGERKK LKPRWLDARI

-k KkK Kk Kke e kKkKk K Koek e e Kk K e Kk sk KKkAKKKKK o K _Ke ek KAKKKKKK ok Ko okkek Kk kKKK E o K KkK ek KKK K K. KKkKK Kk K KKK KKK .

B I T e
610 620
YADHQALKWE KDFAAGKRHH HHHH
YSDHQSLKWEF KDFAAGKR-- —-——-—
YSDPLALKEF KEFAAGRK-- —--——-—

* .k ckk K kaekkkko o
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Anexo 8 (continuagao): Alinhamento multiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e as diferentes proteinas
selecionadas como modelo para a modelagem por homologia da proteina NS3 dos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. (A) alinhamento entre as proteinas
2783, 2V80 e DENV-1; (B) alinhamento entre as proteinas 2283, 2V80 e DENV-2 e (C) alinhamento entre 2V80 e DENV-3. Em destaque,
motivo de sequiéncias das atividades de helicase, RTPase e NTPase da proteina NS3.

(©)
| | | | | | . [ | | | | |
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
2V80_A|PDB  ———— e e e e e e
Dengue SGVLWDVPSP PETQKAELEE GVYRIKQQGI FGKTQVGVGV QKEGVFHTMW HVTRGAVLTY NGKRLEPNWA SVKKDLISYG GGWRLSAQWQ KGEEVQVIAV EPGKNPKNFQ TMPGTFQTTT
Clustal Co
e e e o e e e e o e e S [ I e |
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
2V80_A|PDB = ———————m o e e e e GPAYN PEMLKKRQLT VLDLHPGAGK TRRILPQIIK DAIQKRLRTA VLAPTRVVAA EMAEALRGLP
Dengue GEIGAIALDEF KPGTSGSPII NREGKVVGLY GNGVVTKNGG YVSGIAQTNA EPDGPTPELE EEMEFKKRNLT IMDLHPGSGK TRKYLPAIVR EAIKRRLRTL ILAPTRVVAA EMEEALKGLP
clustal CO * H **:***:** ::*****:** **: * K *:: :**::**** :********* * * ***:***
e e e e e I
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
2V80O_A|PDB VRYLTPAVQR EHSGNEIVDV MCHATLTHRL MSPLRVPNYN LFVMDEAHFT DPASIAARGY IATRVEAGEA AAIFMTATPP GTSDPFPDTN SPVHDVSSEI PDRAWSSGFE WITDYAGKTV
Dengue IRYQTTATKS EHTGREIVDL MCHATFTMRL LSPVRVPNYN LIIMDEAHFT DPASIAARGY ISTRVGMGEA AAIFMTATPP GTADAFPQSN APIQDEERDI PERSWNSGNE WITDFAGKTV
Clustal Co :** *.*.: **:*.****: *****:* * x :**:****** *::******* * Kk k ok k ok ok kokk *:*** khkk kkkkkkkkkk **:*.**::* :*::* . :* *:*:*.** * ****:*****
F T e e T L I R e
370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
2V80O_A|PDB WEFVASVKMSN EIAQCLQRAG KRVIQLNRKS YDTEYPKCKN GDWDFVITTD ISEMGANFGA SRVIDCRKSV KPTILDEGEG RVILSVPSAI TSASAAQRRG RVGRNPSQIG DEYHYGGGTS
Dengue WEVPSIKAGN DIANCLRKNG KKVIQLSRKT FDTEYQKTKL NDWDFVVTTD ISEMGANFKA DRVIDPRRCL KPVILTDGPE RVILAGPMPV TAASAAQRRG RVGRNPQKEN DQYIFTGQPL
Clustal Co ***.*:* .* :**:**:: * *:****.**: :**** * ok .*****:*** Kok ok ok ok ok ok ok K .**** *:.: **.** :* ****: * . *:******** ******.: . *:* s *
e e e e I
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
2V80O_A|PDB EDDTMLAHWT EAKILLDNIH LPNGLVAQLY GPERDKTYTM DGEYRLRGEE RKTFLELIKT ADLPVWLAYK VASNGIQYND RKWCFDGPRS NIILEDNNEV EIITRIGERK VLKPRWLDAR
Dengue NNDEDHAHWT EAKMLLDNIN TPEGIIPALF EPEREKSAAI DGEYRLKGES RKTFVELMRR GDLPVWLAHK VASEGIKYTD RKWCEFDGERN NQILEENMDV EIWTKEGEKK KLRPRWLDAR
clustal CO ::* * KKK ***:*****: *:*::_ *: ***:*: e ******:**_ ****:**:: _*******:* ***:**:*_* KKk kK kK K *_ * ***:* :* * K *: **:* *:*******
P B
610
2V80O_A|PDB VYSDHQSLKW FKDFAAGKR
Dengue TYSDPLALKE FKDFAAG--
clustal CO _*** :** Kok ok ok ok kK
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Anexo 9: Alinhamento mudltiplo, realizado através do parametro clustalW, entre cada sorotipo dos DENV e a proteina 2P3Q selecionada como
modelo para a modelagem por homologia da proteina NS5 dos DENV-1 (A), DENV-2 (B) e DENV-3 (C).

(A)
[ [ [ [ [ P R P R I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
3 G TGAQGETLGE KWKRQLNQLS KSEFNTYKRS GIMEVDRSEA KEGLKRGETT KHAVSRGTAK LRWFVERNLV KPEGKVIDLG CGRGGWSYYC AGLKKVTEVK GYTKGGPGHE EPIPMATYGW NLVKLHSGKD VFFMPPEKCD TLLCDIGESS
2P3Q A|PDB  MRGSHHHHHH GSNIGETLGE KWKSRLNALG KSEFQIYKKS GIQEVDRTLA KEGIKRGETD HHAVSRGSAK LRWFVERNLV TPEGKVVDLG CGRGGWSYYC GGLKNVREVK GLTKGGPGHE EPIPMSTYGW NLVRLQSGVD VFFIPPERCD TLLCDIGESS
Clustal Co L kkkkkk kkk s kk k| kkkky kkik kk kkkky k kkkskkkkk s kkkkkkykk kkkkkkkkkk kkkkkykkk kkkkkkkkkk kkkik kkk k kkkkkkkk kkkkkykkhk kkkykikk Kk kkkykkkykk kkkkkkkkkk
P [ [ [ R [ [ P R P R P
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
D1 PNPTIEEGRT LRVLKMVEPW LRGN-QFCIK ILNPYMPSVV ETLEQMORKH GGMLVRNPLS RNSTHEMYWV SCGTGNIVSA VNMTSRMLLN REFTMAHRKPT YERDVDLGAG TRHVAVEPEV ANLDIIGQRI ENIKNEHKST WHYDEDNPYK TWAYHGSYEV
2P3Q A|PDB  PNPTVEAGRT LRVLNLVENW LSNNTQFCVK VLNPYMSSVI EKMEALQORKH GGALVRNPLS RNSTHEMYWV SNASGNIVSS VNMISRMLIN RFTMRHKKAT YEPDVDLGSG TRNIGIESET PNLDIIGKRI EKIKQEHETS WHYDQ-———— - --
CLustal Co  Fkkksk Hkk dokkkyskhk K Kk Kk kkksk ok ks Kk skokkk ok kkkkkkk kokkkkkkkkk ks okkkkk s ok kokkk sk kkkk ok gk Kk ok kokkkk sk kkss sk Kk kkkkkk gk kgkk ks ss ks
(B)
e T T e e e e e e
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
D2 = ———————e G TGNIGETLGE KWKSRLNTLG KNEFQIYKKS GIQEVDRTLA KEGIKRGETD HHAVSRGSAK LRWFVERNMV TPEGKVVDLG CGRGGWSYYC GGLKNVREVK GLTKGGPGHE EPIPMSTYGW NLVRLQSGVD VFFTPPEKCD TLLCDIGESS
2P3Q A|PDB  MRGSHHHHHH GSNIGETLGE KWKSRLNALG KSEFQIYKKS GIQEVDRTLA KEGIKRGETD HHAVSRGSAK LRWFVERNLV TPEGKVVDLG CGRGGWSYYC GGLKNVREVK GLTKGGPGHE EPIPMSTYGW NLVRLQSGVD VFFIPPERCD TLLCDIGESS
Clustal Co Ckkkkkkk ok kkkkkkk sk ok k kkkkkkkk Kk kkkkkkkk Kk kkkkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkk sk kkkkkkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkkhk kkkkhhhhhk khk khkyhh hhkhhhhhhk
[ [ [ [ [ P R P R (P
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
D2 PNPTIEAGRT LRVLNLAENW LNNNTQFCIK VLNPYMPSVI EKMETLORKY GGALVRNPLS RNSTHEMYWV SNATGNIVSS VNMISRMLIN REFTMKHKKAT YEPDVDLGSG TRNIGIESEI PNLDIIGKRI EKIKQEHETS WHYDQDHPYK TWAYHGSYET
2P3Q A|PDB  PNPTVEAGRT LRVLNLVENW LSNNTQFCVK VLNPYMSSVI EKMEALQRKH GGALVRNPLS RNSTHEMYWV SNASGNIVSS VNMISRMLIN RETMRHKKAT YEPDVDLGSG TRNIGIESET PNLDIIGKRI EKIKQEHETS WHYDQ-———— ——————————
CLUSEAL CO  * ks hkkokk ok ook koo koo ok ok ko ko g ko kg ko
©)
R R e e e e T |
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
p3 - GKRGT GS—QGETLGE KWKKKLNQLS RKEFDLYKKS GITEVDRTEA KEGLKRGEIT HHAVSRGSAK LQWFVERNMV IPEGRVIDLG CGRGGWSYYC AGLKKVTEVR GYTKGGPGHE EPVPMSTYGW NIVKLMSGKD VFYLPPEKCD TLLCDIGESS
2P3Q A|PDB  MRGSHHHHHH GSNIGETLGE KWKSRLNALG KSEFQIYKKS GIQEVDRTLA KEGIKRGETD HHAVSRGSAK LRWFVERNLV TPEGKVVDLG CGRGGWSYYC GGLKNVREVK GLTKGGPGHE EPIPMSTYGW NLVRLQSGVD VFFIPPERCD TLLCDIGESS
Clustal Co Li Kk kkkkkk kkkikk k. 3 kkiikkkk Kk kkkkk Kk kkkskkkk  kkkkkkkkkk kikkkkkksk  kkkikikkk kkkkkkkhkk kkkik kk: Kk kkkkkkkk kkskhhhhhk kikik Kk Kk kkiyikkkikk kkkkkkkkkk
e e e e e T I T L L
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
D3 PSPTVEESRT IRVLKMVEPW LKNN-QFCIK VLNPYMPTVI EHLERLORKH GGMLVRNPLS RNSTHEMYWI SNGTGNIVAS VNMVSRLLLN RFTMTHRRPT IEKDVDLGAG TRHVNAEPET PNMDVIGERI KRIKEEHNST WHYDDENPYK TWAYHGSYEV
2P3Q A|PDB  PNPTVEAGRT LRVLNLVENW LSNNTQFCVK VLNPYMSSVI EKMEALQORKH GGALVRNPLS RNSTHEMYWV SNASGNIVSS VNMISRMLIN RETMRHKKAT YEPDVDLGSG TRNIGIESET PNLDIIGKRI EKIKQEHETS WHYDQ-———— ——————————
CLUSEAl CO  *.kkkk _kk ooy sk ok ok kk kkk gk kkkkkk | kk kg kkkkk kk kkokkkkk ok k k| kkkk gk kg kk gk k kkkk ok po Kk kkkkk gk kkgs ok kk kg kg kk gk gk ks ks
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