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RESUMO
Atualmente, o numero de doengas provocadas por Flavivirus é significativo.

No ano de 2020 foram notificados 931.903 casos possiveis de infeccGes por Dengue
virus (DENV) e 6.805 casos possiveis de infec¢es por Zika virus (ZIKV). Apesar do
alto impacto causado por estes casos, pouco se sabe sobre as provaveis variagdes de
proteinas entre as diversas linhagens circulantes no Brasil, 0 que pode ser um
empecilho na criagdo de novas vacinas e testes. O alvo do estudo que se segue é a
proteina NS1, uma vez que além de ter funcdo na montagem da estrutura viral, esta
ligada a diversas fungdes na infeccdo como romper vasos sanguineos e causar uma
cascata de infeccdo celular através da ativacdo de enzimas do organismo presentes no
glicocalix, tropismo determinado por células endoteliais e vazamento de vasos e
células para o extravasamento do virus. O trabalho consiste no alinhamento de
sequéncias da NS1 correspondentes ao virus DENV, ZIKV e YFV, com a finalidade
de uma observacdo de regides conservadas e polimdrficas na proteina, bem como
andlise das variacGes intra e inter especificas entre os residuos e predicdo de epitopos
imunogénicos, o trabalho usou da bioinformatica para obter grande parte das
conclusdes. As variagdes foram descritas, a proteina foi modelada IN-SiLICO através
de programas computacionais, houve a predicdo de epitopos para células T e B e
também foram feitas imagens de variacGes na superficie da NS1 para as espécies. Os
resultados quanto a variabilidade da proteina foram interessantes, uma vez que houve
0 registro de diversas regides polimdrficas e ndo polimoérficas em uma curta
quantidade de residuos, a similaridade entre a proteinas foi de 28,6%, engquanto a
identidade foi de 50,6%. Houveram alteracGes na quantia de mutacdes e variabilidade
entre as espécies de acordo com as regides da proteina, o que pode ter ocorrido devido
a exposicao ao meio e a funcionalidade da mesma. A NS1 se mostrou antigénica e teve
grande quantia de epitopos encontrados nos servidores de predi¢do, sendo 96 epitopos
para células T e 136 para células B. O trabalho podera auxiliar no direcionamento da

realizacdo de novas vacinas e testes diagnosticos para o mercado.

Palavras chave: Flavivirus, NS1, Bioinformatica.



ABSTRACT
The number of diseases caused by Flavivirus is significant nowadays.

Although, for example, in 2020 931,903 possible cases of DENV and 6,805 probable
cases of ZIKV were reported, despite the high impact caused by this number of cases,
little is known about the likely variations of proteins among the various strains
circulating in Brazil, which can be an obstacle in the creation of new vaccines and
tests. The target of the study is the NS1 protein that has a role in the assembly of the
viral capsule and activates enzymes present in glycocalyx in cells from blood vessels,
causing endothelial cells and leakage of vessels and cells for virus extravasation. The
work consists of aligning NS1 sequences corresponding to the DENV, ZIKV, and
YFV viruses to observe conserved and polymorphic islands in the protein and analyze
Intra and interspecific variations between residues, and predicting immunogenic
epitopes. The work used bioinformatics to obtain most of the conclusions. Variations
were described, the protein was modeled in-silico using computer programs, epitopes
were predicted for T and B cells, and NS1 surface variations were also imaged for the
species. The results regarding protein variability were interesting since there was a
record of several polymorphic and non-polymorphic islands in a short number of
residues, the similarity between the proteins was 28.6%. In comparison, the identity
was 50.6 %, there were changes in the number of mutations and variability between
species according to the protein regions, which may have occurred due to exposure to
the medium and its functionality. NS1 proved to be antigenic and had many epitopes
found in prediction servers, with 96 epitopes for T cells and 136 for B cells. The work

may help guide the realization of new vaccines and diagnostic tests for the market.

Key words: Flavivirus, NS1, Bioinformatic.
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1. Introducao
1.1 Arbovirus no Brasil

Arbovirus sdo um grupo de virus que tem artropodes como vetores, sendo
assim, pode-se inferir que esses virus necessitam de um artrépode para que seu ciclo
de infeccdo seja completo e sua espécie seja perpetuada atraves da transmissao, que é
finalizada quando o mosquito pica o vertebrado(ELISA, 2014). As doencgas causadas
por arbovirus estdo se tornando cada vez mais presentes na sociedade, uma vez que
com a urbanizacdo o processo de contaminacdo virus/artropode/vertebrado se torna
mais facil, dentre as familias de virus presentes neste grupo temos Togaviridae,
Bunyaviridae, e Flaviviridae(ELISA, 2014).

De acordo com o boletim epidemiolégico de numero 41 emitido pelo
Ministério da Saude em maio de 2020 foram notificados 931.903 casos de Dengue
virus 1(DENV1), Dengue virus 2(DENV2), Dengue virus 3(DENV3), Dengue virus
4(DENV4) , sendo 28,2 casos por cem mil habitantes, também foram notificados
6.805 casos de Zika virus(ZIKV), sendo 3,2 casos por cem mil habitantes(BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2020), ainda existem episodios que nio contam com
testes validos ou mesmo situacfes onde o infectado ndo procura ou recebe
atendimento médico, estes sdo dados confirmam a incidéncia de arboviroses no Brasil
bem como a necessidade de se pesquisar sobre 0s virus e as proteinas virais para um
possivel tratamento que melhore a qualidade de recuperacdo do doente ou evite a
infeccéo.

O alvo deste trabalho sdo DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, Yellow fever
virus(YFV) e ZIKV que séo espécies do género Flavivirus e da familia Flaviviridae,
no género Flavivirus existem 39 espécies virais consideradas arbovirus de um total de
53 espécies (ELISA, 2014).

1.2 Flavivirus

Os Flavivirus sdo compostos por virions classicamente esféricos com
proteinas envelope recobrindo sua face externa, o genoma é constituido por RNA
simples com 9-12Kb e de fita positiva, apos a leitura do RNA ¢é formada uma
poliproteina que ird4 gerar proteinas estruturais e ndo estruturais, no genoma viral

existem duas extremidades ndo codificantes 3’ e 5°, apesar dessas regioes ndo serem
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codificadas elas realizam funcGes primordiais na replicagdo viral (KASHIWABARA,
2007; SIMMONDS et al., 2017).

A constituicdo dos Flavivirus se da por trés proteinas estruturais responsaveis
pela estrutura externa viral e penetracdo do virus na célula, sendo elas proteina de
capsideo, envelope e membrana e sete proteinas ndo estruturais responsaveis pela
replicacdo e infeccdo do virus no organismo, sendo elas proteina ndo estrutural
1(NS1), NS2(A,B), NS3, NS4(AB) e NS5(MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005).

A poliproteina formada pela leitura do RNA viral é clivada em diversas
porcdes, essa clivagem pode ocorrer através de enzimas presentes no organismo como
helicases e proteases ou através da proteina NS3 (NEUFELDT et al., 2018). Cada
proteina ndo estrutural apresentard uma funcao especifica para que a replicacdo, bem
como a transmissao e infeccdo efetiva do virus sejam feitas de forma eficiente, a NS1
é responsavel pela organizacao correta das proteinas na formacao de uma nova cepa, a
NS2 é dividida em A e B e sua fungdo é juntar a NS3 ao complexo proteico, a NS4
também € dividida em A e B e auxilia na construcdo da curvatura da membrana, além
de se juntar a proteina NS3 com funcdo desconhecida, a NS5 é responsavel pela

adicdo de grupos fosfato e metil na extremidade 5° do RNA, todo o genoma, bem

como as poli-proteinas se encontram ilustrados na figural a e b(NEUFELDT et al.,
2018).

NS2B 2K

b
r

5'NTR

" Proteinas estruturais Proteinas nio estruturais ’ 3'NTR
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J Sintese de RNA

; X 9 Reorganizacio da
Glicoproteina de ¥ membrana

envelope Montagem da replicacio
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FIGURAL: a- Organizacdo genémica dos Flavivirus. O genoma se inicia com uma regiao
cap tipo 1 na regido ndo codificante 5°, seguido de um codon de iniciagdo e das proteinas estruturais,
logo apds temos as proteinas ndo estruturais e um codon de parada na regido 3’ ndo codificante. As
setas representam clivagens por protease sinal, a seta com pontilhados indica clivagem por protease
furina, a interrogacdo tem a protease de clivagem desconhecida para as poliproteinas de DENV, a regido
2K é um peptideo sinal para a insercdo da proteina NS4B na membrana, a proteina NS2B auxilia a
protease (NS3). b- Organizacéo da poliproteina na membrana. No Iimem do reticulo se encontram
as proteinas estruturais, a NS1 assim como a proteina NS2 auxiliam na producéo de virions, a NS2B em
especifico recruta a NS3 na membrana do reticulo, tem a principal funcdo enzimatica com proteases e
helicases, a NS4A auxilia na curvatura da membrana enquanto a NS4B se associa a NS3 com atividade
enzimatica, a NS5 tem atividade na metilagdo do genoma viral. Adaptado de:(NEUFELDT et al.,
2018).

O género Flavivirus é composto por muitas espécies, a relacdo que se tem € a
de que linhagens que infectam mosquitos e vertebrados é distante filogeneticamente da
linhagem que infecta carrapatos, pesquisas indicam que a ordem de proximidade se
inicia em YFV, passa por EJ(Encefalite japonesa) e DENV, onde 0 DENV4 estad mais
proximo do DENV2 assim como 0 DENV1 esta mais préximo do DENV3, 0 ZIKV é
recente, entretanto ja se mostra ramificado no clado com origem Asiatica, Africana
oriental e ocidental, a cepa que chegou a América tem descendéncia Asiatica(LI et al.,
2017; ZANOTRO et al., 1996).

1.3 A replicacéo dos Flavivirus

A replicagdo do virus se inicia com a endocitose mediada por proteinas
receptoras, como a lectina do tipo C (CD2019), receptor de manose, e membros da
familia de proteinas TIM e TAM, a endocitose é dependente de vias metabdlicas
especificas de clatrina, logo apds a penetracdo do virion na célula o PH &cido do
endossomo faz com que as proteinas estruturais se fundam a parede endossomica,
permitindo a exposicdo do RNA viral, processo ilustrado na figura2(ASNIS; CRUPI,
2005; NEUFELDT et al., 2018).

O material viral serd replicado no reticulo endoplasméatico onde as
endomembranas formardo organelas de replicacdo invaginadas repletas de vesiculas
virais, ilustradas na figura2 a e b, a replicagdo ocorre nas organelas pois elas
aumentam fatores bioguimicos e de protecdo que irdo favorecer o virus, além de
coordenar as etapas e defender o antigeno do sistema imune, junto das organelas estdo

as membranas convolutas, com fungéo ainda desconhecida entretanto com suspeita de
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participar da maturacdo de poliproteinas, quem transformard a molécula de RNA em
uma poliproteina dentro das organelas é o ribossomo(NEUFELDT et al., 2018).

Existem suspeitas de que a curvatura da vesicula no reticulo endoplasmatico
seja ajustada por proteinas virais NS4(a-b), NS2a e NS1, somado a fatores do
hospedeiro(NEUFELDT et al., 2018). Estudos indicam que a proteina de capsideo é
essencial para a montagem do virion, uma vez que ela é capaz de ordenar clivagens e a
organizacdo das proteinas prM e prE através de sua estrutura com peptideos
sinal(TAN et al., [s.d.]).

Os Flavivirus movimentam as vias metabolicas do infectado e usam proteinas
do mesmo para se promover, as peptidases clivam a poliproteina viral e as chaperonas
auxiliam no dobramento dessas proteinas, sendo usadas em algumas partes da
replicacdo, o que existe é uma rede de modulagdo que permite com que novos virions
sejam produzidos(NEUFELDT et al., 2018).

Ligacko
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FIGURAZ2: a- Ciclo de replicacdo viral. A particula viral se liga aos receptores celulares e é
internalizada, uma série de receptores é ligada ao virion para que a internalizagéo seja especifica, a via
de entrada da particula de Flavivirus é dependente de clatrina, a acidez do endossomo faz com que a
particula se fusione a sua parede liberando 0 RNA+ que ¢ reconhecido pelo ribossomo, no ribossomo ira
ocorrer a tradugdo do RNA em uma poliproteina bem como a replicacdo do RNA viral, a maturacéo da
particula viral ocorre em vias secretoras mediadas por furina no reticulo endoplasmatico, a ultima etapa

se d& pela secre¢do do virion. b- bolha de replicagéo. Local onde novas poliproteinas serdo formadas e
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seguirdo para a formacdo de virions, as proteinas estruturais funcionam ordenadamente para que o
processo ocorra com sucesso. Adaptado de:(NEUFELDT et al., 2018)

1.4 A proteina néo estrutural 1(NS1)

Além de mostrar fungdo na montagem da particula viral, recentemente foi
descoberto através de estudos com NS1 recombinante produzida em mamiferos e
andlises de resisténcia elétrica trans-endotelial que a proteina tem capacidade de
romper a barreira endotelial de células, podendo alterar a carga viral em certos 6rgaos
a partir da espécie de virus infectante resultando no tropismo viral, foi dado que a NS1
também tem capacidade de causar vazamento vascular em células cerebrais, hepaticas,
dérmicas e pulmonares, processo realizado com estudos de florescéncia, o
extravasamento é responsavel por disseminar virions(PUERTA-GUARDO et al.,
2019).

O gene da NS1 tem 1.056 nucleotideos e formara 352 aminoacidos, 0 seu peso
molecular varia de 46-55kDa(GLASNER et al., 2018). A proteina é segmentada em 3
principais dominios que sdo B-rool®@130).  B-ladder®31-18) @ \Ning@181-352)
demonstrados na figura3, o primeiro dominio é considerado o mais conservado pois é
o mais funcional dentre toda a proteina, este dominio apresenta carater hidrofobico
devido as interacfes que ele fard com a membrana lipidica, os outros dois dominios
sdo considerados anfipaticos e entram contato direto com o sangue e fluidos
corporeos, consequentemente sdo mais susceptiveis a mutacbes (NEUFELDT et al.,
2018).

A sintetizacdo da proteina ocorre inicialmente formando monbmeros que
passam por dimerizacdo, transformacao que contribuird para a associacdo da proteina a
membranas celular, depois de dimerizada a proteina pode sofrer oligomerizaces e se
mostrar de formas variadas, prevalecendo a hexamérica, forma que € lancada na

corrente sanguinea devido a sua solubilidade externa(GLASNER et al., 2018).

Dimero

Intracelular/superficie da

Ntcleo hidrofébico _membrana
/

Hexamero - extracelular

FIGURA3: Formas e dominios da proteina NS1. NS1 demonstrada nas formas hexamérica,

que fica em circulacdo corpérea extracelular e dimérica, que fica associada a membrana. As



15

subunidades B-rool, Wing e B-ladder estdo representadas pelas cores vermelho, amarelo e azul. No
centro do hexamero existem os nicleos hidrofobicos conhecidos como balsas lipidicas. Adaptado de:
(GLASNER et al., 2018).

A NS1 apresenta uma meédia de 30% de identidade e 70% de similaridade entre
0s DENV(1-4), YFV e ZIKV(PUERTA-GUARDO et al., 2019) e é considerada uma
proteina antigénica ja que esta em alta circulacdo na corrente sanguinea durante a fase
aguda da doenca (HILGENFELD, 2016). Sua similaridade entre as espécies, tal como
seu poder antigénico fazem com que essa proteina seja um bom alvo de estudos para
vacina e teste diagndstico.

1.5 Sistema imune e epitopos

Sistema imune é dado por um conjunto de células especializadas em combater
antigenos ou moléculas estranhas ao organismo, 0 mecanismo de protecdo acontece de
forma ordenada porém complexa, onde diversas vias sdo acionadas e funcionardo em
conjunto com o objetivo final de sessar a infeccdo causada pelo agente
estranho(SILVA; FERNADEZ; TEVA, 2010).

Dentre as células compositoras do sistema imune, temos 0s leucocitos,
considerados células primordiais, responsaveis pelo primeiro estimulo ao organismo,
macrofagos, responsaveis pela fagocitose de corpos estranhos, células dendriticas,
responsaveis pela apresentacdo do corpo estranho ao sistema imune, granuldcitos,
formados pelos neutrofilos, eosinofilos e baséfilos atuando na resposta inata e sobre a
alergia, mastocitos, atuando na parede de vasos sanguineos(SILVA; FERNADEZ;
TEVA, 2010).

Os linfdcitos, células responsaveis pela resposta contra Flavivirus, sao
divididos em B e T e podem se diferenciar em diversas ocasifes com a finalidade de
matar células infectadas, ativar outras células do sistema imune e efetivar a secrecéo
de anticorpos, existem também os receptores de célula B e T, que participam da
resposta humoral e resposta mediada por células respectivamente(SILVA,
FERNADEZ; TEVA, 2010).

Por fim tem-se as celulas de memoria, que permitirdo com que 0 organismo
infectado consiga ter uma melhor resposta imune na segunda infeccdo pelo antigeno
junto das células efetoras, que sobrevivem algum tempo pos infecgdo para que o
quadro néo retorne(SILVA; FERNADEZ; TEVA, 2010).
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Epitopo € considerado um conjunto de aminoacidos de uma proteina
responsavel por estimular resposta imune(GETZOFF; TAINER; LERNER, 1988), os
epitopos podem ser classificados como continuos quando 0s aminoacidos sao
sequenciais e geralmente mais curtos e como descontinuos quando ndo sao sequenciais
na proteina, mas se unem por dobramentos expostos da estrutura, geralmente sdo mais
longos(“© 1986 Nature Publishing Group”, 1986).

Estudos indicam que em uma infeccdo causada por Dengue virus, as principais
linhas de resposta humoral s&o resultantes de células T CD4+ e CD8+, ressaltando que
a resposta mediada por CD8+ apresenta-se em maior porcentagem “(75%)”, dado que
dois tipos de resposta ocorrem predominantemente na infec¢do por Flavivirus, foi
descoberto uma segregacéo de subtipos onde a resposta do tipo T CD4+ se identificou
com proteinas ndo estruturais e CD8+ com proteinas estruturais(RIVINO et al., 2013).

1.6 Bioinforméatica

A bioinformatica é a ciéncia que une moléculas bioldgicas a equacGes
computacionais, seu uso foi iniciado na década de 1970 com um artigo de simulagdo
molecular para proteinas, a medida em que a tecnologia dos computadores e maquinas
avancou os estudos de moléculas por estes meios também cresceu, atualmente as
possibilidades sdo enormes, fazendo com que grandes questdes sejam resolvidas por
meio do computador, sejam elas totalmente computacionais ou parte dos experimentos
de bancada(Bioinformatica : da Biologia a Flexibilidade Molecular, 2014).

O presente trabalho utiliza uma série de ferramentas da bioinformatica para
uma geragdo relativamente rapida de resultados com baixos custos, pois 0s gastos para
a pesquisa computacional sdo bem menores quando comparados a experimentacdo em
bancada. Consideramos a bioinformatica como pontapé inicial para proximos estudos
que tenham comprovagdo com experimentos, esperamos que as informagdes aqui
apresentadas fomentem a busca por uma vacina ou teste diagnostico para virus
negligenciados que afetam grande parte da populagéo.

A modelagem molecular utilizada no trabalho teve como objetivo a construcdo
de uma proteina que pudesse ser utilizada como base para testes em bancada, uma
estrutura valida e o mais proximo do que é encontrado na Natureza foi confeccionada.

O refinamento € um ponto importante na dindmica molecular, uma vez que as
estruturas vindas dos servidores de modelagem molecular nem sempre sdo validas

quanto as interacOes eletrostaticas e ao arranjo das moléculas, isso ocorre devido aos
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campos de forca aplicado pelas plataformas, o refinamento permite com que 0s
imprevistos vindos das plataformas possam ser corrigidos e consequentemente a
estrutura seja otimizada (BAKER, 2015).

O processo de refinamento pode variar de acordo com a metodologia do
servidor, podendo ser de otimizacdo de energia, rearranjo de cadeias laterais,
comparacdo com cristais e PDBs de banco de dados, entre outros.

1.7 Caracterizacéo e importancia do trabalho

No estudo coletamos todas as cepas de NS1 para os DENV(1-4), ZIKV e YFV
reportadas no banco de dados GenBank até o ano de 2018, consecutivamente
analisamos todas as sequéncias obtidas e pontuamos variagdes e blocos consenso,
construimos um modelo de proteina validado a partir da modelagem molecular,
analisamos a antigénicidade e fizemos a predicao de epitopos para cada um dos virus
tratados através de servidores computacionais.

E relevante ressaltar que a estrutura molecular da NS1 construida obteve bons
parametros na plataforma de validacédo, indicando que a estrutura é 100% idéntica ao
que é encontrado no banco de dados feito com base na comparacdo com o cristal da
proteina, entretanto nos bancos de dados atuais existem poucas estruturas 6timas de
NS1, assim além de ter previsdes ideais a partir da estrutura construida serd possivel
contribuir com diversos trabalhos futuros.

O trabalho se faz importante uma vez que a NS1 é uma proteina antigénica,
como demonstrado nos resultados, além disso atualmente ainda ndo existe um teste
diagndstico ou mesmo vacina que identifiquem ou protejam o individuo hospedeiro de
forma efetiva, j& que além da proteina ter altas porcentagens de identidade e
similaridade entre as espécies, também mostra grande quantia de variacdes intra
especificas, por isso € necessario que ocorra uma caracterizacdo palpavel para que os

proximos passos possam ser a criagdo de métodos concretos.
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2. Objetivos
2.1 Geral
Realizar analise antigénica da proteina ndo estrutural 1(NS1) atraves da
bioinformatica, utilizando todas as sequéncias depositadas na plataforma GenBank e
localizadas no Brasil, com a finalidade de expandir conhecimento nos estudos de
criacdo de vacinas pan-Flavivirus e testes diagnosticos diferenciais.
2.2 Especificos
e Coleta e andlise das sequéncias de NS1 por meio do alinhamento FASTA.
e Localizaco de blocos conservados ou variantes inter e intra-especificos.
e Analise antigénica e localizacao de epitopos e peptideos imunogénicos.
e Modelagem e refinamento molecular.

e Busca por epitopos candidatos a vacina ou teste diagnostico.
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3. Materiais e métodos
3.1 Coleta das sequéncias.

As sequéncias foram coletadas através da plataforma GenBank(BENSON et
al., 2010) para as espécies Dengue virus 1, Dengue virus 2, Dengue virus 3, Dengue
virus 4, Yellow Fever virus e Zika virus entre os anos de 1994-2018, foram coletadas
apenas as linhagens indexadas no Brasil e com a proteina NS1 sequenciada completa.

3.2 Triagem das sequéncias.

Na triagem as proteinas foram separadas em arquivos FASTA de acordo com a
espécie viral, com uma sub-sec¢do por regides do Brasil sendo Norte, Nordeste, Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, as linhagens com localizacdo indevida em outros paises, junto
daquelas que tinham a NS1 incompleta foram descartadas, as linhagens que nao
estavam com a regido do Brasil identificada foram fracionadas com a nomenclatura
“regido desconhecida”.

3.3 Alinhamento das sequéncias.

As sequéncias intra-especificas foram alinhadas com o servidor MEGA-
X(KUMAR et al., 2018) utilizando o meto de colora¢do ClustalW(THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON, 1994).

O funcionamento da ferramenta ClustalW ocorre em trés passos distintos que
se complementardo, o primeiro passo é a construcdo de uma matriz responsavel por
numerar distancias entre os aminoacidos da sequéncia submetida, os valores obtidos
dentro da matriz sdo percentuais e descrevem a proximidade entre duas sequéncias, no
segundo passo € construida uma arvore guia onde pares de linhagens da mesma
espécie e similares sdo alinhados na medida em que a arvore filogenética se ramifica,
formando uma ordem Idgica de grupos mais préximos e mais distantes, 0os grupos
proximos fornecem pesos menores e 0s grupos distantes pesos maiores, 0 terceiro
passo é a construcdo de um alinhamento com base na arvore construida no passo
anterior, o ClustalW ira dar preferéncia para o conjunto de residuos com peso menor,
esse conjunto sera denominado consenso(KUMAR et al., 2018; THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON, 1994).

3.4 Descrigéo dos polimorfismos

A partir do alinhamento intra-especifico foi possivel observar os pontos de

concordancia e variancia entre as linhagens, bem como descreve-los.

3.5 Criacdo de sequéncia consenso otimizada.
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Uma sequéncia consenso otimizada foi selecionada para cada espécie viral
recorrida no trabalho através da ferramenta EMBOSS, que utiliza da coloracdo
ClustalW para definir a sequéncia de residuos dominantes entre as proteinas
submetidas atraves de uma linha de comando(RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000).

3.6 Alinhamento das proteinas e descri¢do das variagcOes inter-especificas observadas.

Os alinhamentos foram realizados pelo MEGA-X(KUMAR et al., 2018)
atraves da coloracdo ClustalW(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994), apos a
obtencdo e alinhamento das sequéncias consenso otimizadas foi possivel observar,
bem como descrever as variagGes entre as espécies virais estudadas.

3.7 Andlise de antigénicidade da NS1.

Foi realizada a analise de antigénicidade da proteina para cada espécie
trabalhada através da plataforma VaxiJen(DOYTCHINOVA; FLOWER, 2007).

O VaxiJen usa para predicdo de antigénicidade o método de transformacdo de
auto-covariancia cruzada(ACC)(WOLD et al., 1993), que transforma sequéncias
peptidicas em matrizes de dados padrdo, as médias de conversdo de peptideos para
matriz sdo baseadas em valores Z, definidos como hidrofobicidade, tamanho e
polaridade dos amino&cidos, o conjunto de variaveis fornecido pela combinacdo de
aminoacidos diferentes propbe caracteristicas Unicas para cada sequéncia, 0S
resultados obtidos nos calculos de transformacdo de ACC sdo comparados com um
conjunto de dados localizados no proprio servidor, e formam vetores com base na
similaridade e especificidade das sequéncias, a partir da comparacdo o grau de
antigénicidade do peptideo é proposto.

3.8 Obtencdo de peptideos imunogénicos

A predicao de peptideos de célula T foi feita pelos servidores IMed(GARCIA-
BORONAT et al., 2008), Bepipred (RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000) e
NTCell(VITA etal., 2019).

O método da plataforma IMed consiste na quantificacdo da variabilidade e
diversidade das sequéncias, seu principal objetivo é determinar variagdes que
impedem a ligagdo anticorpo-epitopo, além de selecionar aminoacidos conservados
que possam gerar uma possivel resposta imune celular. A plataforma é manipulada
com a entrada de multiplas sequéncias de alinhamento (MSA) no formato fasta, o
calculo de variabilidade é realizado com 3 principais indices que irdo medir a
variabilidade do residuo e a frequéncia com que o aminoacido se repete em certa
posicdo(GARCIA-BORONAT et al., 2008).
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Além de uma busca na literatura a plataforma NTCell faz a identificacdo de
epitopos de classe MHCI através de uma andlise da imunogenicidade por predigdo de
cada peptideo, a analise tem como fatores cruciais a posicao e o tipo de aminoacido
que compde a sequéncia, bem como a afinidade de ligacdo entre certa classe de
aminodcidos e células T, dentre os resultados demonstrados no artigo escrito por Calis
et al. aminoéacidos como Lisina, Metionina e Triptofano mostraram mais afinidade de
ligacdo com o complexo MHCI, assim como aqueles que se encontraram em posi¢des
centralizadas no peptideo, também foi evidenciado que residuos aromaticos e com
cadeias laterais grandes sdo mais reconhecidos pelo sistema imune, dado comprovado
com a analise da porcentagem de aminoécidos mais frequentes em epitopos validados
para resposta. A estatistica de Kullback-Leibler foi utilizada para medir a
correspondéncia entre os perfis de MHC e peptideos, a imunogenicidade do conjunto
de epitopos ideal foi medida pelo servidor e 66% dos peptideos selecionados foram
imunogénicos(CALIS et al., 2013).

A interface Bepipred2.0 é capaz de identificar epitopos conformacionais de
célula B, os peptideos sdo definidos a partir do raio de distancia que se encontram do
anticorpo, calculado pela interface através de cristais, também s&o feitos calculos de
probabilidade com o algoritmo Random Forest Regression que usa o tamanho, carga,
volume e acessibilidade relativa de cada aminoacido para a predicdo de
epitopos(RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000).

3.9 Modelagem e refinamento estrutural.

A modelagem estrutural do monémero foi feita pelo servidor I-TASSER
(ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010), enquanto o dimero foi modelado pelo
GRAMM-X (TOVCHIGRECHKO; VAKSER, 2006). Foram realizados dois
processos complementares de refinamento, pelos servidores GalaxyRefineComplex
(KO et al., 2012) e ModRefiner (XU; ZHANG, 2011). A validacdo das proteinas
resultantes do refinamento foi feita pelo servidor Molprobity (CHEN et al., 2010).

A construcdo de uma proteina em uma das melhores plataformas conhecidas(l-
TASSER) consiste na etapa 1 ou de Threading ilustrada na figura4, o objetivo da
primeira etapa é identificar proteinas resolvidas e com sequéncias homologas a
proteina submetida em um banco de dados através de um BLAST demonstrado na
primeira imagem da figura, um conjunto de alinhamentos homologos é criado e a
estrutura secundaria é prevista, a mesma estrutura € submetida em um banco de PDBs

que se encontra dentro da ferramenta e esté ilustrado na terceira imagem da figura,
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templates sdo criados a partir do PDB selecionado que melhor se aproxima da
estrutura secundaria prevista ilustrado na imagem quatro da figura e novamente
selecionados atraves da qualidade dos modelos com base em um célculo estatistico da
melhor energia e alinhamento ilustrado na imagem cinco(ROY; KUCUKURAL,;
ZHANG, 2010).
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FIGURAA4: Etapa de Threading. Sequéncias com estruturas homélogas a proteina alvo foram
obtidas, a partir destas foi feita a predicdo de estrutura secundéria, templates iniciais foram construidos
e selecionados.

A etapa 2 ou de Montagem estrutural representada pela figura5 busca modelar
as regides que se alinharam bem com as regi6es mal alinhadas pelo método ab intio,
formando uma estrutura que se completa, para otimizar a etapa as cadeias sdo
reduzidas a &tomos Carbono alfa(Ca) e centros de massa da cadeia lateral, ilustrado na
imagem um da figura5. A modelagem se baseia no método de simulacdo de Monte
Carlo, que faz diversas combinacdes em diversas temperaturas, a energia também é
uma varidvel. Os principios da simulacdo buscam aconselhar os termos fornecidos
pelos PDBs, como cadeia lateral e hidrofobicidade, as restricdes fornecidas pela
sequéncia/composi¢do de cada residuo assim como a sua ocupacao espacial, a proteina
é dobrada a fim de respeitar as ligacdes e o raio de movimentacdo dos residuos, as
estruturas construidas em temperaturas menores sdo selecionadas devido a menor
energia livre, centros de proteinas selecionadas sao identificados pela sua coordenada
ilustrado na imagem dois da figura5(ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010).

@
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FIGURAGS: Etapa de montagem estrutural. Os templates selecionados passaram pela

modelagem estrutural e as melhores proteinas representantes da NS1 foram escolhidas.
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Na etapa 3 ou etapa de selecdo e refinamento dos modelos mostrada na figura6
é feita uma nova simulagdo com as proteinas selecionadas, com o objetivo de remover
as colisdes entre residuos e refinar as estruturas, as proteinas de menor energia séo

selecionadas e o modelo geral é gerado com a otimizacdo de ligacbes de

hidrogénio(ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010).
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FIGURAG: Etapa de sele¢do e refinamento. Apds a selecdo dos primeiros modelos uma
segunda peneira escolheu os melhores, as estruturas obtidas foram refinadas e um modelo final foi

selecionado.

A etapa 4 ou observagéo funcional baseada na estrutura consiste na consulta da
proteina obtida comparada com estruturas ja conhecidas e presentes no banco de
dados da plataforma (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010).

O servidor de refinamento GalaxyRefine otimiza as areas menos precisas da
proteina, 0 processo se inicia a partir da selecdo de regifes nao estaveis, identificadas
por faixas mal conformadas do banco de dados de PDB’s usado, a localizagao ¢ feita
através de multiplos alinhamentos entre a estrutura submetida e o banco de dados,
também é feito um céalculo de raiz quadrada média por residuo, quando trés residuos
consecutivos ressaltam valores que extrapolam os limites estipulados a regido é
considerada como variavel (KO et al., 2012).

Um célculo de energia foi adotado para as regides variaveis definidas, as faixas
instdveis com menor indice de energia foram selecionadas através do
MODELLERCSA (CHERAGA, 1999) que construiu modelos homdlogos por espaco
de anelamento conformacional. Assim a modelagem das ndo estaveis ¢é feita através
de um alinhamento seguido da construcdo da estrutura tridimensional (KO et al.,
2012).

O ModRefine faz o refinamento global da proteina em duas etapas, a primeira
etapa e feita apoOs a identificacdo de tragos de carbono alfa onde a plataforma ira
adicionar os atomos nas cadeias principais e realizard uma otimizagdo de energia de

baixa resolucdo do conjunto, a segunda etapa consiste na adicdo dos &tomos das
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cadeias laterais e minimizagdo da energia em alta resolugdo do conjunto obtido nas
duas etapas (XU; ZHANG, 2011).

Quando a cadeia principal é incompleta a sua integralizacdo se da por analises
e tabelamento dos quatro carbonos alfa consecutivos existentes seguidos de C e N
terminais, um template de estruturas obtidas do servidor PISCES (WANG; JR, 2003) é
utilizado como base para completar a proteina incompleta, além do calculo de angulos
internos e de torcdo e a distancia entre os atomos para alocacdo de novos carbonos
alfa, a minimizacdo de energia da cadeia principal tem como objetivo refinar a
estrutura fisicamente, para isso os constituintes(N, O, Ca, H, C e CP) ¢ as cadeia
laterais foram consideradas, vale ressaltar que para as cadeia laterais apenas centros de
posicdo média foram construidos com base em um conjunto de angulos formado por
cada aa., a conformacdo da proteina é definida quando um conjunto de movimentos
realizado pelos &tomos mostra menor energia (XU; ZHANG, 2011).

Para a adicdo da cadeia lateral os rotameros sdo considerados, a escolha se
baseia na estatistica de acordo com os angulos de rotacdo que melhor se adequam a
estrutura, respeitando o aa. seguinte, uma nova minimizacdo de energia € feita apos
adicdo das cadeias laterais, conferindo flexibilidade a estrutura, a minimizacédo supre a
conformacdo correta do conjunto cadeia principal e cadeias laterais (XU; ZHANG,
2011).

3.10 Obtencao de peptideos de células B.

Os peptideos de células B foram realizados apds a modelagem, utilizando
nossa estrutura em PDB(protein data bank) através dos  servidor Ellipro
(PONOMARENKO et al., 2008).

O servidor Ellipro € capaz de definir epitopos com trés algoritmos base, sendo
eles 0 método de Thornton que se baseia na forma eliptica da proteina submetida para
definir a porcentagem de 4tomos constituintes, seguido da identificacdo dos atomos
mais protuberantes pelos valores de IP responsaveis por indicar os atomos
protuberantes na NS1, uma vez que com a maior exposicéo a acessibilidade do sistema
imune € maior, valor do indice de protuberancia é dado a partir do calculo de
porcentagem: total de atomos/atomos protuberantesX100 o resultando fornece um
conjunto de epitopos validos, apos a obtencdo dos residuos protuberantes ¢ calculada

uma distancia R entre os centros de massa, a partir dessa distancia os residuos sao
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agrupados formando um epitopo (PONOMARENKO et al., 2008; THORNTON et al.,
1986).
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4, Resultados e discussao

4.1 GenBank e alinhamento das sequéncias inter-especificas

Yellow Zika

Fever virus
49 59

Dengue Dengue
virus 1 354 virus 4
45 58
Dengue Dengue

virus 2 virus 3

59 84

FIGURAY: Sequéncias de NS1 coletadas do GenBank. Sequéncias coletadas e validadas
correspondentes a cada espécie recorrida no Trabalho, no centro existe a quantidade total de proteinas
coletadas.

As sequéncias da NS1 foram coletadas na plataforma GenBank (BENSON et
al., 2010) entre os anos de 2017 e 2018, todas as sequéncias recolhidas estavam
enderecadas no Brasil, resultando em 354 proteinas completas de DENV1, DENV2,
DENV3, DENV4, ZIKV e YFV indicadas na figura7, o virus com mais linhagens foi o
DENV3 enquanto o DENV1 foi o virus com menos linhagens encontradas. Os
genomas com a proteina incompleta foram excluidos do trabalho, uma vez que a falha
poderia causar lacunas nas analises. As sequéncias de NS1 coletadas foram segregadas
em arquivos fasta de acordo com a espécie correspondente, para cada grupo estudado
foi criada uma sequéncia consenso otimizada da NS1 por meio do programa
EMBOSS(RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000).

As proteinas consenso otimizadas de DENV(1-4), ZIKV e YFV ilustradas na
figura8 foram alinhadas com a ferramenta de alinhamento ClustalW(THOMPSON,;
HIGGINS; GIBSON, 1994) do software MEGA-X(KUMAR et al., 2018), onde foi
definida a coloragéo para cada aminoacido de acordo com seu grupo quimico.
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FIGURAS8: Alinhamento das proteinas consenso para cada espécie. Alinhamento da
proteina NS1, cada linha corresponde a um virus estudado com indicagdo da espécie a esquerda, a
direita da imagem existem ndmeros correspondentes aos residuos da sequéncia(1-352), as regides com
quadrados coloridos sdo variaveis, enquanto as com letras coloridas sdo conservadas entre as espécies,

os residuos com asterisco indicam variacao intra-especifica em uma regido conservada inter-especifica.

As NS1 dos DENV(1-4), ZIKV e YFV tem identidade de 28,1% e similaridade
de 50,6%, similaridade foi o termo utilizado para indicar regides que variaram a
estrutura do aminodcido entretanto ndo variaram a caracteristica quimica, no
alinhamento existem regides com alta porcentagem de variabilidade nos dominios f3-
ladder®189 e Wing81-352) que estdo em contato com o sistema imune, o dominio B-
rool®39 ¢ hidrofébico, responséavel pelo ancoramento da proteina na membrana, além
de carregar acidos graxos das balsas lipidicas no hexamero e é o menos variante.

A baixa variabilidade do B-rool pode ser explicada devido a sua ndo exposi¢édo
ao organismo, além de ter funcdo bem definida para o virus, a informacéo é retratada
por (NEUFELDT et al., 2018) onde o autor reafirma que o dominio B-rool®=% tem
funcdo no ancoramento da NS1 na membrana do organismo, na interacdo de proteinas
com a camada lipidica e estara no centro do hexamero carregando as balsas lipidicas,
tornando a area de dificil acesso para o sistema imune.

I.  Regibes ndo conservadas

As regides ndo conservadas foram definidas como um conjunto de pelo menos
seis residuos sequentes com variacdo que modificou o grupo quimico de pelo menos
dois aminoacidos por posicdo, elas estdo entre os residuo22-27 representado por A,
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residuo43-52 representado por B, residuo93-98 representado por C, residuo101-114
representado por D, residuo121-129 representado por E, residuo174-178 representado
por G, residuol81-194 representado por H, residuo212-221 representado por I,
residuo286-293 representado por K e por ultimo residuo338-345 representado por O e
circulados na figura8 com a cor preta, totalizando em 10 regides.

De acordo com os resultados obtidos por (GONCALVES et al., 2019) em um
estudo com DENV1 e ZIKV a NS1 tem uma estrutura rigida devido a quantidade de
ligacbes dissulfeto existentes, entretanto existem regiGes flexiveis que estdo
relacionadas com a exposi¢cdo ao solvente ou a funcionalidade do residuo, a regido 1-
23 no monbémero tem alta taxa de flexibilidade, porém na forma dimérica torna-se
mais estavel para cumprir com a sua funcdo de ancorar-se com membranas, no
alinhamento esta foi uma regido pouco variével intra e interespecifica. A regido 108-
128 tem alta flexibilidade e estd em contato com o solvente na forma de dimero
(GONCALVES et al., 2019), ao analisar o alinhamento pode-se observar que 108-128
é um local com alta variacdo intra especifica demonstrada pelo quadro D, o residuo
130 esta exposto, e é ponto conservado de N glicosilagao.

Somnuke observou em seu trabalho realizado com DENV que o residuo 130,
além de fazer parte de um sitio de glicosilacdo esta relacionado a estrutura hexamérica
na proteina, razdo por qual é conservado (SOMNUKE et al., 2011), no alinhamento da
figura8 este residuo foi conservado entre todas as espécies.

Os residuos 19-21 da NSI1 estao relacionados ao suporte estrutural das folhas 3
nos virus DENV e ZIKV (GONCALVES et al., 2019), nos resultados obtidos na
figura8 os mesmos residuos ndo mostram pouca variabilidade, sendo elas apenas entre
aminoacidos de mesmo grupo quimico indicando a conservacao da regido.

O residuo 201W se mostra presente nos DENV e contribui para que a sua
hidrofobicidade seja levemente maior quando comparada ao virus ZIKV, isso pode
proporcionar maior sensibilidade a flexibilidade da NS1 devido a dificuldade de
entrada de solventes quando comparada a outras espécies(GONCALVES et al., 2019),
o residuo 201 é conservado para os DENV, ZIKV e YFV, também ndo ocorrem
variacdes intra-especificas para este residuo.

O numero de variagdes na cadeia polipeptidica das NS1’s pode indicar
funcionalidades para cada virus de acordo com a sua sequéncia, fornecendo fungdes

conservadas a cada espécie, informacao relatada por Puerta-Guardo, 2019 onde a NS1
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tem o papel de modular o tropismo viral diferenciado, no qual a proteina tem
capacidade de romper a barreira endotelial de proteinas, o estudo foi feito através de
uma membrana elétrica e mostrou que os DENV causam rompimento sistémico,
enquanto o ZIKVV acomete células cerebrais e de placenta e o YFV acometeu
principalmente células hepaticas(PUERTA-GUARDO et al., 2019). Song et al., 2016
obteve resultados semelhantes no seu trabalho, onde utilizou 10 Flavivirus para a
construcdo de uma arvore filogenética baseada na NS1 e obteve grupos diferentes
sendo os principais DENV(1-4), YFV e Tick-borne Encephalitis virus e ZIKV, assim
foi possivel observar que a NS1 tem caracteristicas especificas para cada
agrupamento(SONG et al., 2016).

As regibes da figura8 marcadas com asterisco apontam variacdo inter-
especifica em locais onde ndo existe variacdo no alinhamento intra-especifico, as
variagfes ocorrem nos residuo79L-791(Dv1) em 1 linhagem, residuo79L-79S(ZIKV)
em 1 linhagem, residuo294R-249S(Dv3) em 1 linhagem, residuo297S-297A(Dv3) em
2 linhagens, residuo299R-299T (Dv3) em 1 linhagem, residuo350V-350A(Dv3) em 2
linhagens, residuo352 A-352S(Dv1) em 1 linhagem e residuo352A-352T(Dv4) em 1
linhagem, de todas as mutagcOes citadas 63,5% Sdo entre grupos quimicos néo
sinonimos, a maioria mudando de hidrofobico para polar neutro, apesar de exististirem
poucas linhagens com variacdo em regides conservadas ainda é possivel que essa
variacao seja considerada devido ao baixo valor amostral. As mutagdes citadas acima
podem se encaixar na ideia publicada por Song de que a NS1 varia entre as espécies e
que isso pode acarretar funcionalizagOes diferentes (SONG et al., 2016), o conceito de
pressdo seletiva também é valido quando se trata de variagoes .

Il.  Regides conservadas

As regiBes conservadas da NS1 estdo entre os aminoacidos 142-144
representado por F, 267-269 representado por J, 311-314 representado por L, 327-331
representado por M e 333-337 representado por N, demarcadas com retangulos
vermelhos na figura8, essas regides ndo contém mais do que 4residuos consecutivos
estaveis, podendo influéciar na construgdo de vacinas e teste diagndstico, entretanto
como citado em (EDSALL, 1946) as variacfes que contemplam residuos homélogos
podem ser validas, uma vez que ndo indicam alteracBes bruscas, é possivel que
diversos epitopos com caracteristicas quimicas iguais possam se ligar a uma gama de

anticorpos.
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No artigo publicado por Edeling, 2014 com base no estudo da cadeia C-
terminal de 9 Flavivirus incluindo DENV/(1-4) e YFV foram observadas trés regides
conservadas entre os residuos 172-352, indicando ser uma regido preservada devido a
participacdo nas ligaces de sulfeto que estabilizam a proteina e no ancoramento da
proteina na membrana, as regides se encontravam entre os residuos 281-338, 181-233
e 263-386(EDELING, 2014), no trabalho essas regibes mostraram areas conservadas
sendo elas J, L, M, N e O e ndo conservadas sendo elas G, H, | e K em mesma
proporcdo, apontando que por mais que a cadeia esteja exposta ao solvente e propicia
a variagdes, ainda sim mostra areas funcionais e conservadas.

Para (EDELING, 2014) o aminoacido prolina na posicdo 250 é conservado
entre os Flavivirus, através de experimentos foi descoberto que variacGes nesse
residuo desestabilizam o dimero, no alinhamento realizado nesse trabalho o residuo
250 encontra-se conservado entre todas as espécies.

Os residuos 118, 122, 123 e 124 do ZIKV estéo estritamente relacionados com
a interacdo da proteina com a membrana de acordo com (HILGENFELD, 2016) e por
isso devem ser estaveis entre as linhagens, entretanto o trabalho mostrou variagdo para
2 linhagens de Y122H, sendo de um grupo aromatico nao polar para um grupo
positivo de cadeia fechada na posicdo 122, o polimorfismo na posi¢do pode acarretar
mudancas na estabilidade estrutural, possibilidade que ainda ndo possui nenhum
apontamento na literatura.

O residuo 115W no ZIKV é conservado e esta intimamente relacionado com a
producdo de virions maduros e infecciosos (HILGENFELD, 2016), ndo foram
encontrados polimorfismos nesse residuo para as linhagens coletadas no trabalho.

Ensaios realizados por (AKEY et al., 2015) mostraram que mutacdes entre as
posicBes 159 e 162 de DENV2 foram deletérias, onde estas, também ndo foram
identificadas nas sequencias aqui analisadas, sendo relatada como regido importante
para a replicagéo viral.

De acordo com (EDELING, 2014) os residuos 107, 183-185, 182, 189, 206,
210, 229, 231-233, 250 e 254 séo conservados nos DENV/(1-4), ja que participam das
ligacGes entre dimeros, sendo que uma varia¢do no residuo da posicao 250 foi capaz
de desestabilizar os dimeros na formacdo do hexadmero, nenhum dos residuos citados

sofreu variacao nas espécies utilizadas no trabalho.
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O residuo 207 deve ser conservado entre 0s DENV pois tem importancia na
secrecdo e dobramento da NS1 por chaperonas (SOMNUKE et al., 2011), ndo foram
encontradas variacOes para o residuo dentro de cada uma das espécies.

Os residuos 230, 232 e 234 de YFV formam uma ponte de hidrogénio que
confere estabilidade as ligagdes monomericas (MENEZES et al., 2019), ap6s anélise
da tabela de variacGes € possivel afirmar que os residuos ndo s@do modificados por

linhagens, confirmando a sua importancia para a NS1.

4.2 Variagdes intra-especificas

U
2,
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e DENV1 |DENV2 |[DENV3 |[DENV4 | YFV ZIKV
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153 10,5 4,2
175 1,19
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292 J 12,2
203 31,1/4,4 -
294 1,19
297 2,3
299 1,19
307 [I |V 10,3
1,19
324
2,2
332 17,2
338
339 2,3 1,75 [10,3
342 10,3
343 3,4
349 (M |V |22 19,1
A 2,3
A
A 8,7
1,75

TABELAL: Tabela de variacdo intra-especifica. A tabela indica os residuos que sofrem
variagdo, bem como a porcentagem da variagdo para cada espécie do trabalho, a esquerda existem a
delimitacdo das regifes da proteina, seguido da indicacao do residuo, sendo C. conservado assim como

a variagdo sofrida indicada por M., logo apds existem a espécie viral e a porcentagem para cada espécie.

A tabelal mostra as variacGes e as porcentagens com que elas ocorrem para
cada espécie, no total foram observadas 105 variantes., a regido com menor quantia de
variantes é a B-rool, ja os dominios B-ladder e Wing obtiveram quantia semelhante de
variacoes.

I.  Dominio g-rool

A regido B-rool tem 10,4% de variantes do total, sendo 11 (homologas e 2 ndo
homdlogas), as variagbes quimicas neste dominio contemplam as espécies YFV em
3,4% das linhagens e DENV3 em 1,19% das linhagens, as variacdes apenas fisicas

contemplam o DENV?2 na posic¢do 5 para 31,5% das linhagens, seguido do YFV com
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17,2% na posicdo 30. o restante das porcentagens variam entre 1,19% e 3,5% para
todos os virus citados, a explicagdo para a discrepancia entre a porcentagem de
variagfes entre mesmo grupo quimico ou grupos quimicos diferentes esta na
funcionalidade da regido e no seu baixo contato com o0s anticorpos.

De acordo com BROWN et al., 2016, o dominio B-rool tem uma sequéncia de
residuos estritamente relacionada ao ancoramento da NS1 na membrana e ligacéo
hexameérica, especialmente os residuo27-30 , curiosamente os residuos deste dominio
mostram polimorfismos para DENV3 27T-27A trocando de um grupo polar neutro
para um grupo hidrofébico com porcentagem de 1,19%(1linhagem), e YFV 30N-30S
permanecendo no mesmo grupo quimico, mas alterando a estrutura fisica do
aminoéacido afetando 17,2%(8linhagens), as mutacdes podem em ultimo caso, implicar
na variacdo da dindmica estrutural da cadeia polipetidica, podendo até mesmo causar
alteragOes em suas fungdes.

Os residuos 1, 5, 20 e 22 localizados no dominio B-rool do YFV sdo
responsaveis por fazer ligacdes de ponte salina com outros residuos dos dominio f-
ladder e Wing com finalidade de estabilizar a proteina na forma dimérica, simulacdes
realizadas por (MENEZES et al., 2019) indicam que mutacGes nessas regides
poderiam aumentar a perturbacdo da proteina quando comparada a energia de estado
natural no estudo citado anteriormente ndo ocorrem variacdes inter-especificas nos
locais citados, curiosamente ocorrem variagdes intra-especificas em 15V e V5A para
0s DENV2, DENV3 e DENV4 e em 122V para 0 DENV4, apesar das variac0es serem
dentro do mesmo grupo quimico, podem indicar mudanca na estrutura do aminoéacido.

Il.  Dominio Wing

O dominio Wing tem 45,7% do total de variantes , sendo 17 variac6es
homologas e 31 variacdes ndo homologas, neste dominio existe um aumento na
quantidade de variagcOes. Na andlise de variagdes nos dominios foram indicadas
detalhadamente apenas as variacdes que afetaram mais que 10% do total de linhagens,
totalizando em 31.

No DENV1 as variagdes fisicas sdo nos residuo L791 em 9 linhagens e residuo
R105K em 8 linhagens, nos DENV2 e DENV3 nenhuma variagdo acomete mais do
que 10% do total de sequéncias, no DENV4 ocorre variacdo nos A108V para 6

linhagens e residuo F153L em 6 linhagens, no YFV ocorre variagdo nos residuo 196V
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para 5 linhagens e residuo 1177M para 5 linhagens, para o ZIKVV ndo foram
encontradas mutacdes consideraveis.

As variac¢Bes quimicas do dominio Wing ocorreram em valores notaveis, para o
DENV1 o residuo H48R varia de um grupo aromatico carregado positivamente para
um grupo de cadeia aberta positiva afetando 31,1% das linhagens, residuo
H77Ymudando de um grupo aromatico positivo para aromatico neutro em 42,2% das
linhagens, residuo D92Nmudando de um grupo carregado negativo para polar neutro e
afetando 26,6% das linhagens e residuo Y175Hmudando de um grupo aromaético
neutro para aromatico positivo em 40% das linhagens, para 0 DENV2 houve variacao
apenas no residuo S125P mudando de um grupo polar neutro para um grupo positivo
de cadeia aberta em 4 linhagens, o DENV3 ndo obtivemos mutagdes entre grupos
quimicos distintos consideraveis, assim como para 0 DENV4 e ZIKVV, o YFV
mostra mutacdo no residuo S93P mudando de um grupo polar neutro para um positivo
de cadeia aberta em 11,8% das linhagens.

Os residuos 123 e 124 da NS1 de ZIKVV e DENV(1-4) s&o relatados como
fatores importantes na associacdo com a membrana, por isso devem ser hidrofobicos
(SONG et al., 2016) na tabela de variagcfes esses residuos se mantiveram conservados
com as caracteristicas citadas sem que houvesse variacdes relevantes.

I11.  Dominio pB-ladder

A regido B-ladder mostra 43,9% do total de variacGes, entretanto poucas
espécies mostram mais do que 10% de variagdo em suas linhagens. Apenas uma
variagdo fisica do DENV1 foi observada no residuo 1242Vem 31,1% das linhagens,
nos DENV2,DENV3 e DENV4 ndo existem muta¢fes homologas significativas., no
YFV foram observadas variacbes no residuo S248N em 30,5% das linhagens, no
ZIKV a variacdo ocorre para o residuo M349V afetando 20,4% das linhagens.

Variagcbes ndo homologas ndo foram encontradas entre as sequéncias do
DENV1, contrapondo com o dominio Wing onde foi o virus apresentou variagdes, ja o
DENV?2 apresentou apenas uma variacdo no residuo N342E afetando 10,1% das
linhagens de um grupo polar neutro para um carregado negativo, 0 DENV3 néo
apresentou mutacgdes significativas, o sorotipo do DENV4 apresentou uma variagao
significativa no residuo N290D afetando 10,3% das linhagens trocando de um grupo
polar neutro para um carregado negativamente. Além da presenca de variacbes nos

sorotipos dos DENV’s foi observada a variagdo 332P-332S no YFV, mudando de
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positivo de cadeia aberta para polar neutro e afetando 8 linhagens, o ZIKV apresenta
apenas uma variagdo no residuo T222A mudando de um grupo polar neutro para
hidrofobico e afetando 14,2% das sequéncias avaliadas pelo estudo.

4.3  Antigénicidade da NS1

A proteina NS1 é comum entre os Flavivirus, assim ela pode ser recorrida na
construcdo de um método diagndstico ou vacinal, de acordo com as andlises das
sequéncias dos virus DENV(1-4), YFV e ZIKV existem locais conservados ou com
baixa porcentagem de polimorfismos, os mesmos que poderdo ser aplicados nas
metodologias citadas acima. Para confirmar locais reconhecidos pelo sistema imune
fizemos a predicdo de antigénicidade para todas as NS1’s dos virus estudados.

Os resultados demonstrados até 0 momento indicam que a NS1 é boa candidata
tanto na construcdo de testes diagndsticos como de vacinas, uma vez que ela mostra
areas conservadas inter e intra especificas e também areas ndo conservadas entre as
espécies, para que os métodos citados acima possam funcionar € necessario que a
sequéncia de peptideos seja antigénica.

A antigénicidade da NS1 foi medida pelo VaxiJen(DOYTCHINOVA;
FLOWER, 2007), servidor de predicdo de antigenos com base nas propriedades fisico-
quimicas da proteina, os resultados se enncontram na tabela2, um score de 0,4 foi
admitido pelo servidor para definicdo de antigénicidade, valores preditos acima do

score déo resultado de antigénicidade positivo.

Espécie Vaxijen Score
DENV1 0,52
DENV?2 0,6
DENV3 0,49
DENV4 0,52
YFV 0,57
ZIKV 0,47

TABELAZ2: Antigénicidade da NS1. A tabela indica os valores de antigénicidade da proteina
NS1 medido pelo VaxiJen (DOYTCHINOVA; FLOWER, 2007) para cada espécie, o valor minimo

para que uma proteina seja considerada antigénica é de 0,4.

De acordo com os resultados obtidos no VaxiJen a NS1 é uma proteina
antigénica para todas as espécies presentes no estudo, diversos estudos certificam a

capacidade da NS1 de estimular o sistema imune, como (HERTZ et al., 2018) que
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observou a estimulagdo de IgE e IgM nos DENV/(1-4) pela NS1 em camundongos,
Jiang identificou anticorpos anti-NS1 através de ELISA no soro de coelhos
infectados(JIANG et al., 2010) e (NAGAR; SAVARGAONKAR; ANVIKAR, 2020)
que identificou resposta de anticorpos IgM, IgE e anti-NS1 contra a proteina, a
antigénicidade contra a NS1 é provocada uma vez que a proteina é secretada em
grandes quantidades durante a fase aguda da infecgcdo, informacdo confirmada
por(HERTZ et al., 2018).

4.4 Predicdo de peptideos imunogénicos e epitopos lineares para células B

I. Bepipred

DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 YRV ZIKV

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
1 26 | 51 | 23 | 50 26 | 40| 26 | 39 25 | 37 26 | 40
2 93 (130 93 | 130 93 [130] 116 | 129} 93 |119| 93 | 131
3 140 | 150 | 140 | 150 | 141 | 150 | 140 | 150 | 123 | 132 137 | 148
4 | 173 | 179 228 | 241 | 173 | 179} 172 | 17/9| 138 | 147 | 172 | 179
5 | 228 | 243 )| 248 | 272 | 228 | 243 | 228 | 242 | 224 | 242 | 227 | 242
6 | 248 | 270 | 289 | 318 | 248 | 283 | 248 | 272 | 248 | 283 | 249 | 282
7 | 272 | 282 ] 338 | 346 291 | 318 | 291 | 318 | 290 | 318
8 | 290 | 318 338 | 345 | 338 | 348 | 338 | 348
9 | 338 | 348

TABELA 3: Epitopos Bepipred. Sequéncia de epitopos fornecidos pelo servidor Bepipred,

com a quantia total de epitopos, residuos inicial e final da sequéncia e espécie indexadas.

De acordo com (KAM et al., 2019) os epitopos das regides 17-34 e 257-274
foram encontrados em soros de pacientes infectados com ZIKVV através de um teste
de ELISA, os epitopos sdo considerados diferenciais e tem similaridade de 44,4% e
61,1% respectivamente com os DENV, nosso trabalho mostrou ambos epitopos para
os virus ZIKV e DENV na tabela6, as identidades encontradas no trabalho foram de
44,7% e 61,8% afirmando os dados ilustrados por KAM.

O epitopo 17-34 relatado por (KAM et al., 2019) mostrou altos indices de
reconhecimento de anticorpos em mulheres gravidas, podendo ser considerado um
marcador de infeccdo para gestantes, a questdo a ser discutida leva em conta a regido
em que se encontra 0 epitopo, uma vez que como citado anteriormente ndo esta

exposta ao sistema imune, duas alternativas podem ser utilizadas, a primeira de que a
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conformacdo dos virus fornece pequenos espagos para entrada de solventes
(GONCALVES et al., 2019) e a segunda de que a proteina foi encontrada em forma
monomeérica pelo sistema de defesa em alguma etapa do processso oligomerizagao,
curiosamente o epitopo mostrou maiores porcentagens de identificacdo em gravidas,
abrindo espaco para pesquisas relacionadas a modulacdo do sistema imune durante o
periodo gestacional.
Il. IMED

A plataforma IMed foi uma das selecionadas para predicdo de peptideos para
células T, o input na plataforma foi feito com maultiplas sequéncias de
alinhamento(MAS) das NS1 de cada espécie viral construidas no trabalho, o output foi
um conjunto de aminoacidos consequentes com baixa variabilidade e alta validade na
ligagdo de anticorpos de célula T, os resultados encontrados sdo mostrados na
tabela3(GARCIA-BORONAT et al., 2008). A plataforma foi optada pois sua
metodologia é direcionada principalmente para epitopos vacinais contra patdgenos

com alta variabilidade, o que acontece para a proteina NS1 de Flavivirus.

DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 YFV ZIKV

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final

11 11 23 11 19 11 23 11 24 11 22 15 23

2| 38 46 38 47 38 46 38 48 30 48 38 48

3] 51 57 o1 62 51 57 ol 57 55 62 53 59

41 85 91 71 77 84 98 74 80 84 92 83 92

5| 167 | 173 103 | 113 | 156 | 164 | 84 98 | 119 | 125 101 | 110
6] 175 | 181 154 | 164 | 167 | 181 | 103 | 113 | 140 | 146 | 119 | 125
7| 187 | 196 173 | 181} 183 | 196 | 175 | 181 | 167 | 175 131 | 137
81 212 | 229 | 216 | 229 | 213 | 225 187 | 196 | 179 | 186 | 139 | 146
9| 242 | 250 | 247 | 254 | 232 | 239 | 213 | 229 | 247 | 262 | 151 | 173
10] 269 | 295 | 256 | 262 | 241 | 250 | 232 | 250 | 268 | 289 | 175 | 186
11| 308 | 321 | 281 | 289 | 269 | 279 | 261 | 267 | 308 | 323 | 189 | 200
12 308 | 321 | 281 | 288 | 304 | 323 | 325 | 331 | 213 | 219
13 303 | 321 341 | 348 | 238 | 253
14 281 | 289
15 308 | 315
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TABELA 4: Epitopos Imed. Epitopos preditos pelo servidor Imed, sendo indexadas a

quantidade de epitopos, a espécie e os residuos inicial e final da sequéncia.

I, NTCell

Epitopos lineares para o complexo MHCI foram buscados na base de dados
IEDB através do servidor NTCell, a selecdo dos epitopos pelo NTCell se da por uma
busca de epitopos antigénicos para virus, bactéria e cancerigenos. O input foi feito
com a sequencia consenso de cada uma das seis espécies (VITA et al., 2019).

O método foi selecionado uma vez que a NS1 é responsavel por estimular
grande parte do sistema imune através de células TCD4* e TCD8" (GLASNER et al.,
2018) .

DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 YFV ZIKV

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final }Inicial | Final | Inicial | Final

24 | 321 21 32 24 32 24 32 24 | 32 | 24 32

125 | 133 | 125 | 133 | 125 | 133 | 108 | 116 | 89 | 98 | 192 | 203

163 | 171 | 150 | 158 | 163 | 171 | 150 | 158 | 145 | 153 | 269 | 277

285 | 293 | 163 | 171 | 323 | 331 | 163 | 171 | 167 | 177

323 | 331 | 177 | 184

o o1 B W N

252 | 260

TABELA 5: Epitopos NTCell. Epitopos indicados pela plataforma NTCell, sendo indexadas a

numeracao dos epitopos, virus correspondentes e residuos inicial e final da sequéncia.

96 epitopos de células T foram encontrados, o dominio B-rool demonstrou 12
epitopos, o dominio B-ladder mostrou 49 epitopos e o Wing 35 epitopos.

No estudo realizado por Reynolds através da reproducdo de uma infeccdo de
ZIKV em camundongos foi observado a presenca de dois epitopos para NS1
encontrados por células TCD4", sendo eles localizados nas regides 171-190 e 271-
290(REYNOLDS et al., 2018), o epitopo 171-190 néo foi localizado nas tabelas3 e 4,
entretanto o epitopo de posicdo 10 na tabela3 para ZIKV esta proximo da regido
citada, indicando que a mesma tem movimentagdo de anticorpos, o epitopo 271-290
ndo foi demonstrado nas tabelas3 e 4, o residuo de posicdo 14 na tabela3 também se
encontra proximo aos resultados obtidos por Reynolds, mostrando a possivel

antigénicidade do local.
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Modelagem estrutural.

Uma vez que a proteina NS1 foi dada como antigénica e ocorreu a predi¢do de
epitopos para Células T o proximo passo foi realizar a modelagem estrutural.

A modelagem estrutural da NS1 foi feita em dois passos, 0 primeiro passo foi a
construcdo de um monémero por via da plataforma I-TASSER(ROY; KUCUKURAL,;
ZHANG, 2010), seguido da dimerizacdo pelo GRAMM-X(TOVCHIGRECHKO;
VAKSER, 2006) e refinamentos pelas plataformas GalaxyRefineComplex(KO et al.,
2012) e ModRefiner(XU; ZHANG, 2011). A modelagem foi feita com o objetivo de
elucidar a proteina, otimizando a visualiza¢do da estrutura, facilitando a predi¢do de
epitopos confirmacionais e a analise de propriedades como area de acessibilidade ao
solvente além de semelhancas entre as proteinas de cada espécie, a proteina modelada
esta elucidada na figura9 a e b.

A plataforma I-TASSER fornece uma abordagem composta na construcao
molecular utilizando a de novo, que consiste na busca por modelos homdlogos da
proteina submetida e segmentacdo que busca residuos semelhantes a proteina
submetida em estruturas ndo homdlogas, mas com dobras semelhantes, em um banco
de dados de proteinas modeladas, o método foi classificado como o melhor para a
previsdo de estruturas 3D em diversos concursos realizados nos ultimos anos (ROY;
KUCUKURAL,; ZHANG, 2010).

O servidor GRAMM-X foi recorrido para a construcdo da interacdo da NS1 no
formato de dimero, a capacidade de modificar a estrutura da proteina de acordo com as
necessidades estimulando um modelo préximo da realidade é uma vantagem no uso
dessa ferramenta, o servidor utiliza uma projecédo de grades calculadas pelo potencial
de Lernnard  Jones  para  melhor  suavizagdo e  projecdo  da
estrutura(TOVCHIGRECHKO; VAKSER, 2006).

As etapas de refinamento foram buscadas com o objetivo de ter estruturas
validadas e 0 mais proximo do que encontramos na realidade, para que o0s ajustes na
proteina recém modeladas fossem feitos com eficiéncia escolhemos dois servidores, o
servidor GalaxyRefine(KO et al., 2012) foi usado para o refinamento de regides
imprecisas de complexos proteicos, enquanto o ModRefine(XU; ZHANG, 2011) se
baseia na estrutura completa da proteina para performar o refinamento estrutural.
Foram usados dois servidores pois possuem metodologias complementares, assim

obtivemos estruturas com 6timos padrdes, mostradas na figura9.
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FIGURA9: a- Modelagem NS1 mondmero. Mondmero da proteina modelado com os
dominios indicados pelas cores azul, amarelo e vermelho, sendo respectivamente B-rool, B-ladder e
Wing. b- Modelagem NS1 dimero. Proteina NS1 modelada em forma de dimero com os dominios

representados pelas respectivas cores, no dimero os dominios do monémero séo duplicados.

O servidor MolProbity é amplamente utilizado na validacdo de estruturas de
proteina e DNA, a vantagem de uso esta na velocidade do processamento e na analise
fina de contato de todos 0s 4&tomos, 0s principais parametros calculados nesse servidor
sdo Chashscore que analisa o numero de conflitos por 1000 atomos proximos
respeitando uma distancia inicial, Ramashandran que calcula a localizacdo exata de
cada atomo na cadeia central e a sua liberdade de rotacdo, a pontuacdo geral
MolProbity score analisa um conjunto de estatisticas de qualidade da proteina através
do logaritimo do clashscore, ramachandra e resolu¢des dos rotameros com base na
cristalografia da proteina original(CHEN et al., 2010). Os resultados obtidos pelo

servidor apds a modelagem e refinamentos estdo na tabela5.
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DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 ZIKV YFV
Clashscore 16,98 1243 9,83 1259 10,2 14,39
Original 42t 57t 72t 6o 72t 52t
Clashscore 12,87 11,32 7,84 12,11 11,17 9,77

GalaxyRefine 61" 65t g2t 62" BeM" 73
Clashscore 0 0 0 0 0 0
ModRefine 100" 100" 100" 100" 100" 100%
MolProbity 3,04 300 293 310 296 3,00
Original 21" 23" 23" 19M 26 23nd
MolProbity = 183 1,63 1,49 1,79 198 157

GalaxyRefine  84™ 91t 95nd g5"d  9ond  g3nd
MolProbity 0,72 065 0,77 080 1,01 0091
ModRefine 100" 100" 100"  100™ 100" 100"

TABELA 6: Validagdo das proteinas modeladas. Validacdo das proteinas pelo servidor

MolProbity, com os principais parametros oferecidos pelo servidor relacionados as espécies virais.

Como citado anteriormente, o MolProbity score é o parametro geral da
ferramenta, onde seu resultado € dado em percentil, e, neste caso, quanto mais
proximo o score tende a 0, maior o percentil apresentado, consequentemente, maior é a
proximidade da estrutura modelada e do cristal, a estrutura original mostrou percentis
ruins quando comparados com a refinada, principalmente no DENV4 onde a proteina
deslocou da posicdo 19 para a posicao 100 sendo totalmente idéntica a cristalografia, o
segundo refinamento foi necessario, uma vez que nenhum resultado mostrado pelo
GalaxyRefine chegou a 100. Ramashandran é o conjunto de resultados referente a
localizacdo e rotacdo dos atomos da proteina, os modelos refinados chegaram ase
melhores coordenadas, atingindo o percentil 100 e se mostrando idéntica a todas as
estruturas de NS1 existentes nos bancos de dados, vale ressaltar que a quantia de NS1s
publicada em banco de dados é pequena, além de que grande parte das estruturas
encontradas nesses locais estdo incompletas, assim fica concluido que a proteina

construida tem grande importancia no cenario atual.
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4.6 Epitopos conformacionais para células B
I.  Ellipro
O preditor Ellipro foi usado para definir epitopos de celulas B
conformacionais, seu uso complementou os resultados trazidos pelo Bepipred.
DENV1 DENV?2 DENV3 DENV4 YFV ZIKV

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final

11 (16 | 11 | 16 | 36 | 58 | 36 | 56 | 36 | 58 | 36 | 58

14 | 18 | 36 | 56 | 69 | 95 | 69 | 95 | 69 | 95 | 69 | 94

37 | 58 | 69 | 94 | 100 | 149 | 100 | 148 | 100 | 152 | 104 | 149

69 | 95 | 100 | 174 | 237 | 241 | 160 | 164 | 237 | 241 | 160 | 164

100 | 113 | 277 | 352 | 258 | 267 | 263 | 267 | 258 | 270 | 257 | 261

119 | 149 | 388 | 408 | 278 | 320 | 278 | 320 | 278 | 322 | 263 | 270

172 | 175 | 421 | 446 | 324 | 352 | 325 | 352 | 324 | 352 | 278 | 320

257 | 267 | 452 | 501 | 388 | 410 | 388 | 408 | 388 | 410 | 325 | 352

©O©| O N| o O | W N

278 | 320 | 609 | 622 | 421 | 445 | 421 | 447 | 421 | 504 | 388 | 408

[EEN
o

325 | 352 | 629 | 673 | 452 | 501 | 452 | 499 | 512 | 516 | 421 | 445

[N
[EEY

389 | 410 | 676 | 704 | 421 | 445 | 615 | 619 | 610 | 622 | 451 | 500

[EEN
N

421 | 446 388 | 410 | 630 | 674 | 630 | 674 | 609 | 612

[EEN
w

452 | 504 610 | 622 | 677 | 704 615 | 619

[EEN
IS

609 | 622 630 | 674 630 | 672

[HEN
(S

630 | 672 677 | 704 677 | 704

[EEN
(op]

676 | 704

TABELA 7: Epitopos Ellipro. Epitopos preditos pelo servidor Ellipro, com quantidade de

epitopos indexada, espécies correspondentes e residuos inicial e final.

Foram encontrados 123 epitopos para célula B, sendo 9 para o dominio B-rool,
38 para 0 dominio B-ladder e 76 para o dominio Wing.No trabalho realizado por
(VITA et al., 2019) alguns epitopos para ZIKV foram preditos e validados através de
microarray, sendo localizados nas regides 50-65, 75-88, 108-129, 206-215, 275-290,
311-330 e 341-351, no trabalho mostramos epitopos na tabela7 nas posi¢Oes 2 para o
epitopo 75-88 em todos 0s virus, 3 para o epitopo 108-129 para todos 0s virus exceto
DENV1, o epitopo 275-290 foi identificado na posi¢do 9 da tabela para DENV1, 5
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para DENVZ2, 6 para DENV3, DENV4 e YFV e 7 para ZIKV, confirmando a
possibilidade de antigénicidade das predicdes feitas no trabalho.

O estudo de (JAYATHILAKA et al., [s.d.]) mostrou que durante uma infeccéo
secundaria de DENV o perfil de anticorpos mudou, o estudo foi baseado nos DENV1
e DENV2, o perfil de anticorpos em uma primeira infeccdo para DENV1 foi entre os
residuos 297-311, 318-334, 341-353, enquanto em uma versdo hemorragica o perfil
contemplou os residuos 73-107 e 115-137, ja para o DENV?2 o perfil de anticorpos da
primeira infeccdo foi entre os residuos 62-102, 177-210, 236-280 e 289-306, o perfil
analisado na versdo hemorragica mostrou os residuos 33-111, 115-141, 146-163.
Dentre os epitopos da primeira infeccdo para DENV1 listamos na tabela6 297-311
registrado na posicdo 8 e 341-353 localizado na posi¢cdo 10 da tabela7, para DENV2
0s epitopos 62-102 localizado na posi¢do 3 da tabela7, 236-280 e 289-306 registrado
nas posicdes 4, 5 e 6 da tabela6, parte dos epitopos descrito no trabalho foram
detectadas na primeira infeccdo, o que pode ser explicado pela predi¢éo estrutural, que
usa o PDB se aproximando o maximo possivel da proteina no organismo, os epitopos
encontrados no soro de pacientes e ndo relatado nas predicbes podem estar
relacionados a eficiéncia do método preditivo, assim como a diferenca entre as
sequéncias submetidas e as linhagens circulantes, para a infeccdo hemorragica o
epitopo 73-107 foi listado na posicdo 2 da tabela6 e nas posicdes 4 e 5 da tabela?,
enquanto para DENV2 os epitopos 33-111 e 115-141 foram identificados
respectivamente nas posi¢oes 1 da tabela6 e 2 da tabela7, grande parte dos epitopos
localizados na segunda infeccdo pelo estudo de Jayathilaka foram encontrados nos
servidores utilizados.

Pode-se concluir que a maioria dos peptideos imunogénicos se encontraram nas
regides p-ladder e Wing, confirmando a hipotese de que essas sdo boas regides para
alvos vacinais e de teste diagnostico, € valida uma busca na literatura, bem como
descri¢do do que j& foi indicado pelo sistema imune para que um futuro método seja

validado de forma efetiva.
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4.7  Variag0es de superficie da NS1.

FIGURALO: Variacao de cargas elétricas na superficie, face externa.

A figuralO mostra as variagdes de cargas elétricas na NS1 em sua face externa,
as regides demarcadas em cinza indicam que a proteina mantém as mesmas cargas
entre os virus DENV, YFV e ZIKV, as regides em azul indicam mudanca em um nivel
de carga, sendo negativa ou positiva para neutra, as regides em roxo indicam mudanca
em dois niveis de carga, sendo de negativo para positivo ou vice-versa. O dominio B-
ladder mostra-se mais conservado, enquanto as extremidades do dominio Wing estdo
com maior variabilidade entre as cargas, no geral a proteina ndo mostra mudangas
bruscas, isso pode ocorrer devido a sua funcionalidade na infec¢do, uma vez que
alteracbes consideraveis poderdo interferir na interacdo da proteina com diversos

fatores do organismo.

Figura 11: Variacéo de residuos na superficie, face externa.
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A figurall mostra a identidade de residuos que compdem a NS1, a proteina
esta sendo vista externamente, a coloragdo vermelha indica baixa identidade entre os
residuos e aparece com maior frequéncia no dominio Wing, onde esta localizada a
regido C-terminal, a coloracdo branca indica residuos com identidade média entre os
virus DENV, YFV e ZIKV e esta mais concentrada no dominio p-ladder assim como
na sombra do dominio B-rool indicada na regido central da imagem, as regides em azul
sdo idénticas entre as proteinas das espécies e estdo representadas nos dominios [-
ladder e B-rool. A regido Wing € a que menos mostra identidade entre os virus
estudados, isso deve ocorrer devido a alta incidéncia de ataque de anticorpos, além de
sua baixa funcionalidade em um contexto de infec¢do viral, o dominio p-rool é o mais
conservado entre as espécies.

4.8 Modelagem de epitopos

Foi realizada a modelagem dos epitopos encontrados para os servidores que
indicaram peptideos imunogénicos e lineares para células B para todas as espécies
estudadas, elucidada na figural3, os peptideos que se encontravam em diferentes
métodos foram reduzidos a apenas um, pode-se perceber que a proteina NS1 além de
ser imunogénica apresenta grande quantidade de epitopos para os dominios que estdo
em contato com o sistema imune(B-ladder e Wing), o que indica que ela pode ser
identificada tanto para testes diagnostico quanto para vacinas através do encontro
antigeno/anticorpo, os peptideos para células B ndo foram indicados, uma vez que
grande parte destes contemplaram regides ja indicadas pelos peptideos citados no
inicio do texto.
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Figura 12- Peptideos imunogénicos modelados. Modelagem molecular de peptideos na
proteina NS1, as espécies correspondentes a imagem se encontram a esquerda, na figura tridimensional
cada cor representa um epitopo encontrado apds selecdo e os dominios estdo representados nas cores
azul e vermelha, abaixo de cada imagem tridimensional esta a imagem bidimensional onde os peptideos

estdo representados nas cores vermelho e amarelo e 0s dominios com cores translucidas.

Apdbs a modelagem estrutural dos peptideos encontrados foi feita uma busca e
selecdo de peptideos em bloco conservado para todas as espécies a fim de obter
possiveis candidatos a vacina, ilustrados na figura 14, os principais epitopos
encontrados estdo nas regides 38-46, 218-225, 281-288, 308-321 e mostram baixa

quantia de variacdes.
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Figura 13- Modelagem dos peptideos imunogénicos conservados entre as espécies.
Epitopos conservados entre as espécies, cada cor representa um epitopo, sendo a regido indicada a
esquerda da imagem, os pontos em azul mostram variagdes dentro de um peptideo. No alinhamento a
direita da imagem estd alinhado o epitopo da regido 308-321, as seis primeiras sequéncias do
alinhamento séo as sequéncias consenso, logo em seguida as espécies estdo acompanhadas de uma letra

que indica a nomenclatura dada ao epitopo.

Os epitopos com menos variagdes foram encontrados nas regides 281-288 e
218-225, apesar de poucas variacdes a sequéncia peptidica destes epitopos foi
pequena. O melhor epitopo encontrado foi considerado da 308-321, ja que além de
mostrar sequéncia grande e bem exposta também mostrou a maior parte das variagdes
como apenas fisicas, ndo alterando a caracteristica quimica do aminoacido.

4.9 Conclusao e perspectivas futuras

Obtivemos a topologia completa da NS1 para todas as espécies abordadas, o
que ainda ndo existia na literatura, a partir da modelagem foi possivel encontrar
epitopos conformacionais para células B.

A partir da busca por epitopos encontramos 4 estruturas candidatas a uma
vacina pan-flavivirus, para que o estudo seja atualizado e possa continuar em testes de
bancada é necessario que ocorra uma atualizacdo das sequéncias de NS1 depositadas
no GenBank de 2018 a 2021 a fim de encontrar novas variagdes.

Com as regides variaveis apontadas é possivel o estudo de sequéncias para a
criagdo de um teste diagndstico diferencial entre as seis espécies de Flavivirus

trabalhadas, evitando ao maximo testes com resposta cruzada.
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Fica concluido que a modelagem molecular, assim como a bioinformatica sdo
Gtimas ferramentas para se usar antes de ir para a bancada, dado que a quantidade de
dados obtidas é tdo boa quanto a qualidade destes dados.

Para perspectivas futuras podem ser estruturados diversos projetos, como:

e Publicacdo dos trabalhos gerados até o momento em revistas cientificas
especializadas e apresentacdo em eventos.

e Uso do mapeamento imunogénico para gerar plataformas vacinais pan-Flavivirus e
plataformas de diagnostico intra e inter especificos.

e Publicacdo das estruturas tridimensionais com alta qualidade produzidas somada
a0 seu uso para trabalhos de virtual screening elucidando ligacGes com estruturas e
anticorpos.

e Construcdo de uma chimera vacinal pan-flavivirus com os principais epitopos
selecionados no trabalho, prosseguindo com testes em bancada para a validacdo da
efetividade da estrutura.

Alguns trabalhos partindo das andlises feitas na monografia foram iniciados,
como a selecdo dos melhores peptideos imunogénicos de células T e sua
caracterizacdo fisico-quimica a fim de analisar as diferencas entre 0s epitopos

estruturalmente.
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