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CARACTERIZACAO IN SILICO DE ASPECTOS BIOQUIMICOS E
IMUNOLOGICOS DA PROTEINA DE FUSAO DOS QUATRO SOROTIPOS DO
VIiRUS DENGUE

Tasmin Vasconcelos da Costa'; Carlos Alberto Marques de Carvalho!
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Resumo: A dengue ¢ uma arbovirose de relevancia global causada pelo Orthoflavivirus denguei
(virus Dengue — DENV), que possui quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1 a
DENV-4). A proteina do envelope (E) desempenha um papel critico na entrada viral e na
inducdo de respostas imunes, e, apesar das semelhangas estruturais entre os sorotipos, variagdes
na sequéncia aminoacidica podem impactar sua antigenicidade. Este estudo teve como objetivo
comparar as propriedades bioquimicas e imunologicas da proteina E dos quatro sorotipos do
DENV utilizando abordagens in silico. As sequéncias de referéncia da proteina E foram obtidas
do GenBank e analisadas com diversas ferramentas de bioinformatica. O alinhamento de
sequéncias revelou uma identidade oscilando de 63,08% a 77,69%, destacando regides
conservadas e variaveis. A analise bioquimica mostrou variagdo minima no peso molecular e
ponto isoelétrico; no entanto, a carga liquida da proteina E do DENV-3 foi notavelmente menor,
o que pode afetar sua estabilidade e interacdes. As predicdes de estrutura secundaria indicaram
predominancia de alfa-hélices em DENV-1 e DENV-2, enquanto DENV-3 e DENV-4
apresentaram mais folhas-beta, sugerindo dindmicas conformacionais especificas por sorotipo.
A andlise de modificagdes pos-traducionais revelou multiplos sitios de fosforilagdo,
especialmente por caseina-cinase II, em todos os sorotipos, sendo que apenas o DENV-4
apresentou sitios de fosforilacdo por tirosina-cinase. Os aminoacidos W231/D341 no DENV-
1, Q86 nos DENVs-2/4 e D87/D339 no DENV-3 apresentaram antigenicidade maxima no
reconhecimento por células B, enquanto os alelos de antigeno leucocitario humano (HLA)
B*08:01/B*39:01 e DRB4*01:01, reconhecidos por células T, apresentaram o maior nimero
de epitopos preditos para os diferentes sorotipos do DENV. Esses achados demonstram que
diferencas estruturais sutis influenciam o potencial imunogénico da proteina E e apoiam a
identificacdo de epitopos conservados como alvos promissores para estratégias de vacinas de

amplo espectro contra a dengue.

Palavras-chave: Virus da Dengue, Biologia Computacional, Proteinas de Fusdo Virais,

Epitopos, Antigeno Leucocitario Humano.



IN SILICO CHARACTERIZATION OF BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGICAL
PROPERTIES OF THE FUSION PROTEIN FROM ALL FOUR DENGUE VIRUS
SEROTYPES

Iasmin Vasconcelos da Costa'; Carlos Alberto Marques de Carvalho'.

'Graduate Program in Parasite Biology in the Amazon, Center for Biological and Health

Sciences, University of Pard State, Belém 66095-662, PA, Brazil.

Abstract: Dengue is a globally relevant arbovirus caused by Orthoflavivirus denguei (Dengue
virus — DENV), which has four antigenically distinct serotypes (DENV-1 to DENV-4). The
envelope (E) protein plays a critical role in viral entry and induction of immune responses, and,
despite structural similarities between serotypes, variations in the amino acid sequence can
impact its antigenicity. This study aimed to compare the biochemical and immunological
properties of the E protein of the four DENV serotypes using in silico approaches. The E protein
reference sequences were obtained from GenBank and analyzed with several bioinformatics
tools. Sequence alignment revealed an identity ranging from 63.08% to 77.69%, highlighting
conserved and variable regions. Biochemical analysis showed minimal variation in molecular
weight and isoelectric point; however, the net charge of the DENV-3 E protein was notably
lower, which may affect its stability and interactions. Secondary structure predictions indicated
a predominance of alpha-helices in DENV-1 and DENV-2, while DENV-3 and DENV-4
presented more beta-sheets, suggesting serotype-specific conformational dynamics. Post-
translational modification analysis revealed multiple phosphorylation sites, especially by casein
kinase II, in all serotypes, with only DENV-4 presenting phosphorylation sites by tyrosine
kinase. Amino acids W231/D341 in DENV-1, Q86 in DENVs-2/4 and D87/D339 in DENV-3
showed maximum antigenicity in B cell recognition, while the human leukocyte antigen (HLA)
alleles B*08:01/B*39:01 and DRB4*01:01, recognized by T cells, presented the highest
number of predicted epitopes for the different DENV serotypes. These findings demonstrate
that subtle structural differences influence the immunogenic potential of the E protein and
support the identification of conserved epitopes as promising targets for broad-spectrum dengue

vaccine strategies.

Keywords: Dengue Virus, Computational Biology, Viral Fusion Proteins, Epitopes, Human

Leukocyte Antigen.
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GenBank — Banco de Dados Genético do NCBI

HBV — Hepatitis B Virus (Virus da Hepatite B)

HCV — Hepatitis C Virus (Virus da Hepatite C)

HLA — Human Leukocyte Antigen (Antigeno Leucocitario Humano)



HLAs-I/IT — Alelos dos complexos HLA classe I e 11

ICTV — International Committee on Taxonomy of Viruses (Comité Internacional de Taxonomia

de Virus)

IFN — Interferon (proteina do sistema imune antiviral)

IFN-y — Interferon Gama (citocina pro-inflamatoria)

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

JEV — Japanese Encephalitis Virus (Virus da Encefalite Japonesa)

JIB — Journal of Integrative Bioinformatics (Revista de Bioinformatica Integrativa)
kDa — Quilodalton (unidade de massa molecular)

LLPCs — Long-Lived Plasma Cells (Células Plasmaticas de Longa Durag¢ao)

m7GpppAmp — Tipo de "cap" na extremidade 5’ do RNA mensageiro — estrutura metilada de

guanosina usada no inicio da traducao

MARYV — Marburg Virus (Virus Marburg)

MBCs — Memory B Cells (Células B de Memoria)

MHC-I — Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe I

MHC-II — Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe 11

NCBI — National Center for Biotechnology Information

NetMHClIpan — Algoritmo para predi¢ao de ligagdo de peptideos a MHC Classe 11
NetMHCpan — Algoritmo para predicao de ligacao de peptideos a MHC Classe |
NPS@ — Network Protein Sequence Analysis (plataforma para anédlise de proteinas)

NS — Non-structural (Nao estrutural) — usada para nomear proteinas virais ndo estruturais (ex:

NS1, NS2A, etc.)
NS1 — Non-Structural Protein 1 (Proteina Nao Estrutural 1 do virus)

OMS — Organizag¢do Mundial da Satude



ORF — Open Reading Frame (Quadro de Leitura Aberto)

PAMPs — Pathogen-Associated Molecular Patterns (Padroes Moleculares Associados a

Patdgenos)

PCPROF - Ferramenta para andlise de propriedades antigenicidade (hidrofilicidade,
acessibilidade, flexibilidade)

PCR / RT-PCR — Polymerase Chain Reaction / Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (Reacao em Cadeia da Polimerase / Reacao em Cadeia da Polimerase com Transcrigao

Reversa)

PEPSTATS — Ferramenta da EMBOSS para analise estatistica de proteinas

pH — Potencial hidrogenidnico (medida da acidez)

PREDATOR - Ferramenta para predicao de estruturas secunddrias de proteinas

prM/M — Pre-Membrane / Membrane (Pré-membrana / Membrana)

PRNT — Plaque Reduction Neutralization Test (Teste de Neutralizacao por Redugao de Placa)
PROSCAN - Ferramenta para identificacdo de modifica¢des pds-traducionais em proteinas
PRRs — Pattern Recognition Receptors (Receptores de Reconhecimento de Padrao)
PUO-218 e NGC — Linhagens especificas do DENV-2

RdRp — RNA-dependent RNA polymerase (RNA-polimerase dependente de RNA)

RefSeq — Reference Sequence (Sequéncia de Referéncia)

RNA — Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)

SCD — Sindrome de Choque da Dengue

SESPA — Secretaria de Saude do Estado do Para

SINAM - Sistema de Informacao de Agravos de Notificagao

SisGen — Sistema Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado
SNC — Sistema Nervoso Central

TBE — Tick-Borne Encephalitis Virus (Virus da Encefalite Transmitida por Carrapatos)



TM — Transmembranar (regido da proteina que atravessa a membrana)

UTR - Untranslated Region (Regido Nao Traduzida) — refere-se as extremidades 5’ ¢ 3° do

RNA

VHC — Virus da Hepatite C

WNV — West Nile Virus (Virus do Nilo Ocidental)
YFV — Yellow Fever Virus (Virus da Febre Amarela)

ZIKV — Zika Virus (Virus Zika)



1. INTRODUCAO

A dengue consiste em uma doenga febril ocasionada pelo virus Dengue (DENV),
taxonomicamente denominado em nivel de espécie como Orthoflavivirus denguei, que pertence
ao género Orthoflavivirus da familia Flaviviridae e possui quatro sorotipos (DENV-1 a DENV-
4) (“Current ICTV Taxonomy Release | ICTV”, [s.d.]) (ICTV, 2022). Como outros membros
desse género, o DENV ¢ considerado um arbovirus pela sua capacidade de transmissao via
artrépodes hematofagos para hospedeiros vertebrados. A infeccao em questdo pode ser tanto
assintomatica como ocasionar diversos quadros clinicos, apresentando desde acometimentos
amenos semelhantes a gripe até manifestagdes letais como a dengue hemorragica e a sindrome
do choque associada a dengue (HARAPAN et al., 2020) (Harapan et al., 2020).

O DENV tem grande impacto sobre varias regides tropicais e subtropicais do globo.
Estimativas indicam que, por ano, ocorrem aproximadamente 390 milhdes de infecgdes pelo
virus na populacdo mundial e que, destas, S00 mil a 1 milhdo constituem casos graves ¢ com
desfechos fatais. Com as rapidas mudangas climaticas e a crescente a¢do antrdpica na natureza,
ha grande temor de que haja o agravamento de casos em regides ja endémicas e o aumento de
ocorréncias em regides que nao apresentavam ntimeros expressivos de casos (LEE et al., 2021;
NORSHIDAH; VIGNESH; LAI, 2021).

O genoma do DENV, composto por uma molécula de 4cido ribonucleico (RNA) de fita
simples e senso positivo, € responsavel por codificar uma poliproteina que, ap6s clivagem, dara
origem a trés proteinas estruturais, denominadas C (capsideo), prM/M (pré-
membrana/membrana) e E (envelope), e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5). As proteinas estruturais sdo responsaveis pela simetria iscosaédrica
do virion e participam do processo de invasdo da célula-alvo, ao passo que as proteinas nao
estruturais atuam na replicagdo viral e na evasdo das respostas imunes do hospedeiro
(CHAMBERS et al, 1990).

Como as proteinas possuem um carater crucial em quase todos os processos biologicos
realizados na infecgdo viral, sua caracterizagdo estrutural ¢ indispensavel tanto para produgao
de medicamentos quanto para a obten¢do de vacinas. Ha diversos tipos de abordagens para o
estudo in vitro de proteinas; todavia, tais abordagens podem representar um significativo
dispéndio de tempo e recursos financeiros para sua execucao, a exemplo da cristalografia de
raios X e a ressonancia magnética nuclear. Nesse contexto, a bioinformatica se apresenta como
uma grande aliada, oferecendo praticidade, baixo custo e grande eficiéncia (LUSCOMBE;

GREENBAUM; GERSTEIN, 2001).



Apesar de os diferentes sorotipos de DENV apresentarem uma notavel similaridade nas
sequéncias aminoacidicas das suas respectivas proteinas, a diferenca remanescente entre elas
pode resultar em particularidades na indugao de respostas imunes, na capacidade de invasao de
diferentes células-alvo e na patogénese associada ao processo de infeccdo (HARAPAN et al.,
2020). Desse modo, pesquisas que possam investigar tais diferencas podem ser de grande valia
para o melhor entendimento das infecgdes pelo DENV e promover o desenvolvimento de
contramedidas ao patogeno.

Neste projeto, abordam-se os aspectos bioquimicos e imunolédgicos da proteina de fusao
dos quatro sorotipos de DENYV, associando-se, assim, a linha de pesquisa “Morfologia e
Genética de Agentes Infecciosos, Parasitos e Vetores de Endemias na Amazonia” do Programa
de Pos-Graduacdo em Biologia Parasitaria na Amazonia (PPGBPA).

1.1. Histérico da Febre de Dengue

Pelo fato da dengue, na maioria dos casos, ndo apresentar uma sintomatologia
especifica, a histéria de sua origem ndo ¢ clara. Ha relatos clinicos com sintomas que se
assemelham a dengue na China em periodos aC e, também, algumas centenas de anos dC.
Posteriormente, ainda no século XVII, endemias com sintomas semelhantes a dengue foram
descritas na Africa, Asia e América do Norte, o que indica que ja havia a distribui¢do do seu
vetor nos tropicos (SALLES et al., 2018; SILVA; SANTOS; MARTINS, 2020).

Os primeiros isolados de todos os sorotipos do DENV foram obtidos no continente
asiatico. O isolado mais antigo do DENV-1 foi encontrado no Japao, em 1943; o DENV-2 foi
isolado primariamente em 1944, em Papua Nova Guiné e Indonésia; e, por fim, o DENV-3 e o
DENV-4 foram isolados em 1953, nas Filipinas e Tailandia. A Malasia ¢ considerada o bergo
da linhagem ancestral silvestre do DENV para todos os sorotipos e estudos apontam que o
DENV-2 divergiu de seu ancestral silvestre ha apenas 400-600 anos (HARAPAN et al., 2020).

No Brasil, o primeiro registro de dengue ocorreu no periodo colonial, em Recife. Anos
depois, uma epidemia de dengue em Salvador ocasionou diversos Obitos; também houve surtos
de dengue, em 1846, que acometeram diversos estados, como Sao Paulo e Rio de Janeiro. Desde
entdo, o DENV vem ocasionando diversos surtos esporadicos entre os estados brasileiros,
espalhando cada vez mais seus sorotipos (SALLES et al., 2018).

1.2. Aspectos Morfologicos e Genéticos do DENV

Imagens de microscopia eletronica mostraram que as particulas do DENV, em estado

maduro, apresentam uma superficie lisa e possuem cerca de 50 nm de diametro em temperatura

ambiente e pH fisioldgico. Em contraste, o DENV imaturo, ou exposto a variacdes de



temperatura e pH, tem um diametro de aproximadamente 55 nm, apresentando uma superficie
aspera com saliéncias formadas pelas proteinas E e prM (Figura 1) (KUHN et al., 2002).

O genoma viral possui quase 11 kb e ¢ subdividido em trés por¢des distintas: uma regiao
nao traduzida na extremidade 5’ (5’-UTR), um quadro de leitura aberto (ORF) e uma regidao
ndo traduzida na extremidade 3’ (3’-UTR). Na extremidade 5°, o genoma apresenta um cap do
tipo m7GpppAmp; o ORF tinico contém as instrugdes para a sintese de uma poliproteina que,
posteriormente, sera clivada nas proteinas estruturais € ndo estruturais do virus; e, na
extremidade 3’ do genoma, ndo ha uma cauda de poli(A) (ROY; BHATTACHARIJEE, 2021)
(Figura 1).

Figura 1 — Organizacio morfolégica (a esquerda) e genémica (a direita) do DENV.
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Fonte: Adaptado de < https://www.creative-diagnostics.com/Flavivirus.htm> (acesso em 07/03/2024).

As proteinas NS do DENV desempenham fungdes vitais durante a replicagdo viral. A
NSI atua em estagios iniciais, associando-se ao complexo de replicacdo viral na membrana do
reticulo endoplasmatico (ER) e, em estagios tardios, evitando respostas celulares. A NS3
funciona como uma protease e participa na replicacdo do RNA viral como helicase. A NS5,
altamente conservada, ¢ responsavel pela replicagdo propriamente dita do genoma viral, por
conter atividade de RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp) (ZEIDLER et al., 2017).

J& as proteinas transmembranares NS2A, NS2B, NS4A e NS4B possuem fungdes menos
compreendidas. Elas parecem atuar como andaimes para o complexo de replicacao,
desempenhando papéis na reorganizagao de membranas celulares e na interagdo com proteinas
hospedeiras. Essas fungdes sdo cruciais para diferentes estagios da replicacao do virus, desde a
clivagem de proteinas até a interagdo com o ambiente intracelular, contribuindo para a

propagacao eficiente do virus (ZEIDLER et al., 2017).



A NS2A ¢ uma proteina de membrana envolvida na replicagdo viral, montagem do virus
e modula¢do da resposta imune. Ela interage com outros componentes virais, como NS3 e NS5,
para facilitar a replicacdo do RNA viral e, em algumas linhagens, inibe a sinalizacao de
interferon (IFN), ajudando o virus a escapar da resposta imune do hospedeiro em algumas
espécies de flavivirus (FIELDS; KNIPE, 2007).

De maneira geral, a proteina NS2B age como cofator essencial para a protease viral NS3
nos flavivirus, formando um complexo que € necessario para clivar as poliproteinas virais. Essa
clivagem ¢ critica para a maturagao das proteinas virais e, consequentemente, para a montagem
e propagacao do virus (FIELDS; KNIPE, 2007).

Embora a NS4A seja a menor (~8 kD) das proteinas ndo estruturais dos flavivirus, ela
desempenha diversas fung¢des essenciais no ciclo viral. Atua como um cofator crucial para a
protease de serina, facilitando o reconhecimento de substratos de RNA pela NS3. Além disso,
a NS4A interage fisicamente com outras proteinas virais, como NS4B e NS5A, e com a versao
ndo truncada de NS4B, desempenhando um papel fundamental na regulacio da atividade da
helicase da NS3, na fosforilacio de NS5A e na montagem de particulas virais (FIELDS;
KNIPE, 2007).

A NS4B forma oligdmeros e desempenha um papel crucial na organizagao do complexo
de replicagdo associado a membrana dos flavivirus. Além disso, essa proteina também foi
relacionada ao processo de montagem das particulas virais, embora sua funcao especifica nesse
mecanismo ainda ndo esteja completamente elucidada (FIELDS; KNIPE, 2007).

A proteina C do DENYV ¢ essencial na forma¢ao do nucleocapsideo durante o processo
de replicacdo e montagem viral, em funcdo de sua capacidade de ligacdo ao RNA viral. A
associacdo da proteina C a membrana do ER facilita a replicagdo viral, sugerindo um papel
crucial na interacdo do RNA viral com a bicamada lipidica dessa organela celular (BYK;
GAMARNIK, 2016). Por sua vez, a proteina M, originada por clivagem da proteina prM,
desempenha um papel-chave na transicdo de particulas virais imaturas para maduras. Além
disso, a proteina M, localizada no ER, tem a capacidade de formar canais iOnicos em
membranas biologicas, atuando como uma viroporina. Essa caracteristica a torna um potencial
alvo terapéutico para o desenvolvimento de tratamentos contra infecgdes por DENV (ZEBA;
SEKAR; GANJIWALE, 2023).

A proteina E do DENV ¢ responsavel pelo reconhecimento de receptores na superficie
celular e tem a capacidade de fundir o envelope viral com a membrana endossomal por meio
de um rearranjo conformacional disparado pelo baixo pH da rota endocitica durante os eventos

iniciais do ciclo de infec¢do. Logo, essa proteina representa um notorio alvo de estudos tanto



para o melhor entendimento da reagdo de fusdo de membranas mediada por virus quanto para

a criagdo de novas estratégias terapéuticas e profilaticas contra a dengue (VILLALAIN, 2022).

O Quadro 1 sintetiza as proteinas codificadas pelo genoma do DENV, discriminando-

as quanto ao tipo (estrutural ou ndo estrutural), a funcao biologica e a localizagdo intracelular.

Quadro 1 - Resumo das proteinas do DENV.
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1.3. Ciclos de Transmissao do DENV

Na qualidade de arbovirus, o DENV ¢ transmitido pela picada de um artropode

hematofago infectado para hospedeiros vertebrados, que podem ser humanos ou ndo. O vetor

primario desse virus ¢ o mosquito dedes aegypti e, o seu vetor secundario, o mosquito Aedes

albopictus. Tais vetores sdo, preferencialmente, encontrados em regides de clima tropical e

subtropical, presentes em todos os continentes (ROY; BHATTACHARIJEE, 2021).



O DENV tem dois tipos de ciclo de transmissdo, como descrito na figura 2, urbano e
silvestre. O ciclo urbano ocorre apenas entre humanos e tem o Aedes aegypti ¢ o Aedes
albopictus como vetores (humano-mosquito-humano). J& no ciclo silvestre, a infec¢ao ocorre
principalmente entre primatas ndo humanos e, ocasionalmente, pode atingir humanos (primata
nao humano-mosquito-humano); em tal ciclo, outras espécies de Aedes sdao descritas como
vetores (HARAPAN et al., 2020).

Figura 2 - Visao geral dos ciclos silvestre e urbano dos arbovirus.

Legenda: (1) Ciclo silvestre envolvendo mosquitos; (2) ciclo urbano envolvendo mosquitos. Fonte: Adaptado de

MAIA et al., 2023.

A sazonalidade da febre de dengue ¢ conhecida e pode ser utilizada para prever possiveis
surtos. Estudos apontam que o aumento da temperatura também pode estar relacionado ao
aumento das taxas de picada do inseto vetor, redug¢do do periodo de incubacio e maior alcance
populacional. Além disso, h4d dados que mostram o aumento de casos humanos durante periodos
com altas taxas de pluviosidade (CHARETTE et al., 2020). Na regido Norte do Brasil, a
Secretaria de Saude do Estado do Para (SESPA) orienta maiores cuidados com a transmissao
de arbovirus, incluindo o DENV, durante os periodos chuvosos da Amazonia (AGENCIA DE
NOTICIAS OFICIAL DO GOVERNO DO PARA, 2022).



1.4. Aspectos Imunopatoldgicos do Virus Dengue

A infecc¢ao por DENV se inicia com a ligacdo do virus através da proteina E a moléculas
receptoras na superficie celular, seguida de internalizacdo por meio de endocitose. Estudos
voltados a analise da replicacdo desse virus identificaram varios provaveis receptores em
células de mamiferos, incluindo receptores de manose, proteinas de choque térmico, CD14 e
lectinas do tipo C, entre outros (HARAPAN et al, 2020).

Apos a ligacdo ao receptor, como ilustrado na figura 3, as particulas virais se
disseminam ao longo da superficie celular em direcao a uma depressao pré-existente revestida
pela proteina clatrina; com o auxilio da dinamina, essa depressdo evolui para uma vesicula,
ainda revestida por clatrina e, entdo, essa vesicula ¢ entregue aos endossomos iniciais. Apds a
internalizacao e a redug¢ao do pH desse endossomo, ocorre a fusao do envelope viral com a
membrana endossomal mediada por alteragdes conformacionais da proteina E, promovendo a
liberagdo do nucleocapsideo viral no citoplasma. Essa endocitose mediada por clatrina ¢
utilizada pelo DENV tanto na infeccdo de células de mamiferos quanto de células de insetos
(MURUGESAN; MANOHARAN, 2019).

Figura 3 - O ciclo de vida do virus do virus dengue.
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Legenda: O virus se liga ao receptor celular, entra por endocitose, libera o0 RNA viral, ocorre a
replicacdo ¢ montagem dos novos virus, que sdo liberados para infectar outras células. Fonte: Adaptado de

HERSHAN, 2023.

Células de Langerhans, células dérmicas e células dendriticas intersticiais sdo as células
primariamente afetadas pelo DENV. A imunidade inata reage reconhecendo os padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) e os padroes moleculares associados a danos
(DAMPs) através dos receptores de reconhecimento de padrdao (PRRs). O reconhecimento de
PAMPs virais ativa, na célula, um estado antiviral desencadeado pela producao de citocinas,

especialmente interferons (IFNs) do tipo I (UNO; ROSS, 2018) (Uno; Ross, 2018).



Com o estimulo a resposta imune adaptativa, células B virgens sdo ativadas. Essa
ativacdo da origem a células plasmaticas de longa duragdo secretoras de anticorpos (LLPCs),
que se localizam na medula 6ssea, e a células B de memoria (MBCs), que transitam pelo sangue
e orgaos linfoides periféricos (WILKEN; RIMMELZWAAN, 2020). Além das células B,
células T também apresentam um papel crucial na prote¢do contra o DENV. Essas células sao
capazes de eliminar o virus através da inducdo de morte das células infectadas e aumentar a
producao de uma gama de citocinas. Todavia, as células T também estdo relacionadas a
respostas imunes exacerbadas quando ha infeccdo secundaria heterdloga pelos sorotipos,
produzindo uma alta taxa de citocinas pro-inflamatdrias e, assim, gerando vdrias reacdes que
aumentam a probabilidade de o individuo apresentar manifestagdes graves da febre de dengue
(HARAPAN et al., 2020).

A proteina E € o foco principal dos anticorpos neutralizantes produzidos pela resposta
imune do hospedeiro. Na infeccdo primaria por DENV, os niveis de IgM normalmente
comecam a aumentar de 3 a 5 dias apods o inicio da febre e, apds duas semanas, atingem seu
pico. Até 3 meses depois, os niveis de [gM caem consideravelmente, podendo ser indetectaveis,
enquanto os de IgG sobem e perduram ao longo da vida do individuo, podendo oferecer
protecdo contra novas ocorréncias apenas para o mesmo sorotipo. Durante uma infeccao
secundaria, os niveis de IgM ndo sdo expressivos; em contrapartida, os niveis de IgG sobem
rapidamente e atingem seu pico — essa diferenca de padrdo de anticorpos ¢ utilizada,
principalmente, na identificagdo de infec¢des primarias e secundarias (MURUGESAN;
MANOHARAN, 2019).

Embora os sorotipos de DENV demonstrem elevada semelhanga entre si, ainda assim
apresentam um grau relevante de variabilidade genética. Como resultado disso, os anticorpos
remanescentes de uma infeccdo por um dado sorotipo viral terminam, paradoxalmente, por
facilitar a entrada de um sorotipo viral distinto nas células hospedeiras via receptores Fcy, ao
reagirem cruzadamente entre os sorotipos sem promover uma neutralizagdo efetiva; esse evento
¢ chamado de aprimoramento dependente de anticorpos (ADE, do inglés antibody-dependent
enhancement) (HARAPAN et al., 2020). Tal fenomeno amplia o tropismo viral e aumenta a
carga patogénica na célula hospedeira, intensificando, por consequéncia, a severidade da
doenca. Adicionalmente, verifica-se uma supressao do sistema imunoldgico que beneficia a
replicacdo viral. A redug¢do da imunidade, evidenciada por niveis mais baixos de anticorpos
neutralizantes, pode igualmente aumentar a susceptibilidade ao fendmeno de ADE (TEO et al.,

2023).



1.5. Ativacido do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e a Resposta Imune
contra a Dengue

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) desempenha um papel
fundamental na resposta imune contra DENV, facilitando a apresentacdo de antigenos e a
ativacao de células imunoldgicas. O MHC ¢ classificado em duas classes principais, MHC-I e
MHC-II, cada uma com fungdes distintas na imunidade adaptativa.

As moléculas do MHC de classe I estdo presentes em praticamente todas as células
nucleadas e sdo responsaveis por apresentar peptideos derivados de proteinas intracelulares,
incluindo aquelas provenientes do DENV, para as células T CD8" citotoxicas. Durante a
infeccdo, as células infectadas processam proteinas virais, que sdo, entdo, apresentadas pelo
MHC-I. Essa apresentacao desencadeia uma resposta citotoxica, promovendo a eliminagdo das
células infectadas. Estudos demonstram que diferentes sorotipos do DENV podem modular a
expressao de MHC-I como um mecanismo de evasdo imune, reduzindo a deteccdo pelos
linfocitos T citotoxicos e contribuindo para a persisténcia da infecgdo (CHOO, 2007).

Por outro lado, as moléculas do MHC de classe II estdo expressas principalmente em
células apresentadoras de antigenos profissionais, como macrdofagos, células dendriticas e
linfocitos B. O MHC-II ¢ responsavel pela apresentacdo de peptideos extracelulares aos
linfocitos T CD4* auxiliares, que desempenham um papel essencial na coordenagdo da resposta
imune adaptativa. Durante a infecg@o, proteinas virais captadas por células apresentadoras de
antigenos sdo processadas e apresentadas via MHC-II, ativando linfécitos T CD4", que, por sua
vez, estimulam a produ¢do de citocinas inflamatdrias e a ativagdo de linfocitos B para a
producao de anticorpos neutralizantes (BASHEER et al., 2023).

Hé evidéncias de que a apresentacdo de antigenos pelo MHC-II pode ser crucial na
indugdo de imunidade protetora duradoura. Estudos envolvendo vacinas experimentais
demonstraram que a insercao de proteinas do DENV no compartimento MHC-II pode estimular
a produgao sustentada de anticorpos neutralizantes e uma resposta imune mais eficaz contra as
reinfeccoes (BASHEER et al., 2023).

A interagao entre MHC-I e MHC-II na resposta imune contra os diferentes sorotipos do
DENV tem sido amplamente estudada, especialmente no contexto de infec¢des secunddrias,
onde anticorpos preexistentes podem modular a apresentacdo de antigenos e a ativacao das
células imunes. Nesse cenario, os epitopos — pequenos fragmentos peptidicos derivados de
proteinas virais e apresentados as células T pelo MHC-I/Il — desempenham um papel essencial

na identificacdo de regides imunogénicas. A analise desses epitopos ¢ fundamental para
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compreender as diferengas e semelhancas entre os sorotipos do DENV, permitindo a elucidagao
dos mecanismos imunoldgicos envolvidos (MURPHY; RECHE; FLOWER, 2019).
1.6. Manifestacées Clinicas da Febre da Dengue

A classificagdo tradicional definida pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) divide
as infecgdes sintomadticas por DENV em febre indiferenciada, febre da dengue (FD) e febre
hemorréagica da dengue (FHD), sendo que a FHD ¢ adicionalmente subdividida em sindrome
de choque da dengue (SCD) com diferentes graus (OMS, 2009). Dificuldades na aplicagdo
dessa classificacao, especialmente devido ao aumento de casos graves que nao se encaixavam
nos critérios rigorosos de FHD, levaram a necessidade de revisdo da proposta original.
Atualmente, as manifestagoes clinicas dessa arbovirose sdo classificadas como dengue, dengue
com sinais de alarme (DSA) e dengue grave (DG) (OMS, 2023).

Grande parte dos individuos afetados pela dengue apresenta sintomas leves ou nenhum
sintoma, e a recuperagdo geralmente ocorre dentro de 1-2 semanas. Os sintomas FD e sem sinais
de alarme compreendem febre alta (40 °C), forte dor de cabeca, dor nos olhos, dores musculares
e articulares, ndusea, vomitos, aumento das glandulas linfaticas, erup¢des cutaneas e dores nas
articulagdes. A etapa critica, também referida como etapa de alto risco, ¢ caracterizada pela
emergéncia de sintomas mais severos, incluindo o extravasamento de plasma e hemorragias
internas. Na etapa de convalescenca, observa-se uma melhora gradativa dos sintomas e a
normalizagdo da permeabilidade dos vasos sanguineos. Os sintomas graves da infec¢do
frequentemente se manifestam ap6s o término da febre e podem incluir dor abdominal intensa,
vOmitos persistentes, respiragdo rapida, sangramento nas gengivas ou no nariz, fadiga,
inquietude, presen¢a de sangue no vomito ou nas fezes, polidipsia, pele palida/fria e fraqueza
(OMS, 2023).

A dengue pode também afetar o sistema nervoso central (SNC), promovendo sintomas
como alteracdo da consciéncia e rigidez no pescoco, além de sinais neuroldgicos focais e
convulsdes. A complicagdo mais comum ¢ a encefalopatia, desencadeada por diversas
condig¢des sistémicas, enquanto a encefalite ocasionada pelo virus dengue, reconhecida mais
recentemente, apresenta uma ampla gama de sinais e sintomas neurologicos (TRIVEDI;
CHAKRAVARTY, 2022).

1.7. Sorotipos do DENV

Os quatro sorotipos do DENV sao circulantes no Brasil e ocasionam epidemias que
alternam entre os sorotipos envolvidos. De 2002 a 2006, o DENV-3 liderou as notificagdes;
entre 2007 € 2009, o sorotipo predominante foi DENV-2; e, em 2009, as notificacdes de DENV-

1 aumentaram. O DENV-4 reemergiu no pais com casos no final de 2010 e, durante a epidemia
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de 2014-2015, foi o sorotipo com maior deteccdo no pais (apesar de todos os outros sorotipos
continuarem circulantes) (NUNES et al., 2019; SALLES et al., 2018).

Cada um dos quatro sorotipos do DENV possui agrupamentos de genodtipos. Esses
genotipos sdo grupos que tém mais de 6% de divergéncia na sequéncia de nucleotideos: o
DENV-1 pode ser divido em cinco genotipos (I, 11, III, IV e V), o DENV-2 ¢ dividido em seis
gendtipos (asiatico I, asidtico II, cosmopolita, americano, americano/asiatico e silvestre) e o
DENV-3 ¢ dividido em quatro genétipos (I, II, III e V), assim como o DENV-4 (I, II, III e
silvestre) (HARAPAN et al., 2020).

Apesar de todos os sorotipos apresentarem a possibilidade de manifestar complicacdes
graves, 0s sorotipos 2 e 3 estdo mais frequentemente relacionados a elas. Além disso, dentro da
variagdo dos sorotipos, a proteina E apresenta regides conservadas e varidveis, com até 37% de
divergéncia entre os aminoacidos; essa diferenca est4 relacionada a protecdo cruzada entre os
sorotipos e as intercorréncias de neutralizacdo que contribuem para a manifestacdo de doenca
grave (MURUGESAN; MANOHARAN, 2019).

1.8. Epidemiologia do Virus Dengue

Em 2024, o Brasil enfrentou o maior surto de dengue ja registrado no pais, com um total
de 6.215.201 casos provaveis da doenga entre as semanas epidemiologicas 1 e 26 (iniciada em
31/12/2023 e encerrada em 29/06/2024). Esse nimero representa um aumento expressivo em
relagdo a0 mesmo periodo de 2023, evidenciando uma expansao significativa da transmissao.
O coeficiente de incidéncia foi de 3.060,7 casos por 100 mil habitantes, com destaque para as
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, que apresentaram os maiores indices (BRASIL, 2024).

Observou-se também um aumento expressivo nos casos graves da doenca, com
crescimento de 307,8% em relagdo ao mesmo periodo do ano anterior. O numero de oObitos
confirmados por dengue foi de 4.269, com uma taxa de letalidade de 5,1%. A regido Sudeste
concentrou a maior parte dos casos e dos obitos confirmados, refor¢ando a gravidade do cenério
epidemioldgico nessa area (BRASIL, 2024).

Em relacdo ao perfil das vitimas, as maiores taxas de letalidade foram observadas entre
criancas com menos de um ano de idade e individuos com 50 anos ou mais, confirmando a
maior vulnerabilidade de criangas e idosos. Quanto ao sexo, observou-se um leve predominio
de casos entre mulheres (50,9%). A maioria das pessoas que foram a Obito apresentava
comorbidades, sendo as mais prevalentes a hipertensdo arterial, seguida pelo diabetes
(BRASIL, 2024).

Quanto a circulacdo dos sorotipos virais, o Brasil apresentou em 2024 a circulagdo

simultanea dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV1-4). O DENV-1 foi o sorotipo mais
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prevalente no pais, embora tenha sido sobreposto pelo DENV-2 nas regides Norte e Centro-
Oeste. O DENV-2 também apresentou alta prevaléncia nacional, seguido por detecgdes
pontuais de DENV-3 e ocorréncias isoladas de DENV-4 (BRASIL, 2024).

No periodo da primeira a quarta semana epidemioldgica do SINAM (Sistema de
Informacao de Agravos de Notificagdo) de 2025 (29/12/2024 a 25/01/2025) o Brasil notificou
139.241 casos provaveis de dengue, com um coeficiente de incidéncia de 68,6 casos por 100
mil habitantes — representando uma redugdo de 57,9% em compara¢do ao mesmo periodo de
2024. As regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul registraram os maiores coeficientes de incidéncia,
sendo que os estados do Acre, S@o Paulo e Mato Grosso se destacaram entre as Unidades
Federativas. A maioria dos casos graves e dos 21 6bitos confirmados (com outros 160 em
investigacdo) também se concentrou na Regido Sudeste (BRASIL, 2025).

Nessas semanas, persistiu a circulacao dos sorotipos DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-3,
com aumento expressivo do DENV-3 desde o final de 2024. Apesar da queda nos nlimeros em
relacdo ao ano anterior, os casos provaveis de dengue ultrapassam os limites do canal endémico,
indicando uma situacdo fora do padrdo esperado segundo o diagrama de controle. Além disso,
a projecao por nowcasting aponta para uma tendéncia de alta nos casos nas proximas semanas
(BRASIL, 2025).

O aumento recente da incidéncia de dengue no pais pode estar diretamente relacionado
com a presenca do genotipo 11l do DENV-3. Essa deteccao € indicativa de uma nova introduc¢ao
desse sorotipo viral nas Américas a partir do subcontinente indiano. A falta de ocorréncia
significativa desse sorotipo no Brasil por mais de 15 anos e a auséncia de transmissao recente
podem ter contribuido para aumentar a suscetibilidade da populacdo a essa infecc¢ao especifica.
Este cenario ressalta a importancia da detec¢do precoce e da vigilancia continua da propagacao
dos diferentes sorotipos de DENV, tanto no Brasil quanto em outras na¢des do continente
americano (NAVECA et al., 2023).

1.9. Diagnostico de Infec¢oes por DENV

O diagnéstico do virus dengue ¢ desafiador devido aos seus sintomas iniciais serem
semelhantes a uma sindrome gripal comum, e ainda mais complicado em areas endémicas para
outros arbovirus em func¢do de reagdes cruzadas nos testes laboratoriais. Métodos diretos
permitem a identificagdo de componentes virais e sao especialmente teis nos estagios iniciais
da infecg¢do, ao passo que métodos indiretos se voltam a detecg¢do da resposta imune ao virus e
sdo realizados mais tardiamente, devido a diminui¢do da viremia (RAAFAT; BLACKSELL;
MAUDE, 2019).
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A reagdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR) é um método
altamente sensivel e especifico para detecgio do RNA do DENV. E particularmente util nos
primeiros 5 dias apds o inicio dos sintomas, quando o virus esta presente na corrente sanguinea.
Tal abordagem diagndstica pode ser realizada a partir de diferentes amostras biologicas, como
plasma, sangue, urina e soro, sendo importante para a diferenciacdo entre os quatro sorotipos
do DENV, fornecendo informagdes cruciais para o manejo e a vigilancia da doenca (KABIR et
al.,2021).

O isolamento viral ¢ uma técnica tradicional que envolve a inoculacdo de amostras
clinicas em linhagens celulares de insetos e mamiferos, como C6/36 (4edes albopictus) e Vero
(Chlorocebus sabaeus), respectivamente. Apds a incubagao, testes confirmatorios como ensaio
de imunofluorescéncia ou RT-PCR sdo necessarios. Apesar de sua alta especificidade, o
isolamento viral ¢ limitado pela necessidade de laboratorios especializados e pelo curto periodo
de viremia na fase aguda da infeccdo (HARAPAN et al., 2020).

O teste de neutralizagdo por redugdo de placa (PRNT) ¢ uma técnica usada para
determinar exposicdes anteriores a0 DENV e avaliar a imunogenicidade de vacinas. O teste
mede a quantidade de anticorpos neutralizantes no soro que sao necessarios para reduzir a
infeccdo viral em uma cultura de células. Esse procedimento permite calcular os titulos de
anticorpos neutralizantes especificos para cada sorotipo do DENV e pode ser usado para
monitorar a historia de exposicao ao virus e a soroprevaléncia da doenca em uma populagdo,
informagdes essenciais para orientar programas de vacinagdo (RAAFAT; BLACKSELL;
MAUDE, 2019).

H4, ainda, outros testes sorologicos, os quais detectam a presenca de anticorpos IgM e
IgG no soro dos pacientes. O IgM ¢, geralmente, detectavel a partir do 5° dia apds o inicio dos
sintomas e indica uma infecc¢do recente, enquanto o IgG, que se eleva posteriormente, sugere
uma infec¢@o anterior ou uma fase tardia da infec¢do atual. Esses testes sdo particularmente
uteis para diagnostico em estagios mais avancados da doenga, quando o virus pode ndo ser mais
detectavel (KABIR et al., 2021).

Outrossim, o diagnodstico de acometimento por DENV também ¢ possivel através da
deteccao do antigeno viral NS1, que ¢ liberado na corrente sanguinea dos pacientes infectados.
Especialmente uteis na fase aguda da doenga, os testes de NS1 fornecem resultados qualitativos
e sdo valorizados por sua capacidade de identificar a presenca do virus mesmo quando a viremia
j4 ndo ¢ mais detectavel. Embora os testes baseados em NS1 sejam praticos e rapidos, eles
variam em sensibilidade e especificidade, especialmente entre diferentes sorotipos do DENV.

Um resultado positivo em um teste de NS1 € indicativo de infecc¢ao pelo virus, mas um resultado
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negativo ndo exclui completamente tal possibilidade, sugerindo a realizacdo subsequente de
testes baseados em anticorpos para confirmacao (KABIR et al,, 2021).

Além dos diagnosticos laboratoriais, ha também o teste do torniquete ou laco, que ¢é
realizado com um manguito de pressao sanguinea inflavel para avaliar a fragilidade capilar e
preconizado nas diretrizes da OMS como um sinal diagndstico para dengue. Apesar de ser
rapido e facil de executar, estudos indicam uma performance diagnostica limitada, com
sensibilidade e especificidade varidveis. Além disso, sua interpretagdo pode ser desafiadora em
diferentes tons de pele e em um contexto de infecgdes por outros flavivirus (RAAFAT;
BLACKSELL; MAUDE, 2019).

1.10. Vacinas contra o virus Dengue

O desenvolvimento de estratégias profilaticas para a dengue baseadas em vacinas ¢
desafiador, principalmente pela existéncia de quatro sorotipos virais com caracteristicas
antigénicas distintas, capazes de desencadear a doenga. Uma primeira exposi¢ao a qualquer
sorotipo de DENV confere imunidade duradoura contra o mesmo sorotipo, mas oferece apenas
uma breve protecao contra os demais. Atualmente, no Brasil, hd a aprovacao de duas vacinas
contra a dengue: a Dengvaxia, de origem francesa, e a Qdenga, de origem japonesa (ANGELIN
et al.,2023; FERNANDES et al., 2023).

A Dengvaxia, autorizada no Brasil em 2015, ¢ uma vacina de virus vivo atenuado e
tetravalente, criada a partir de quimeras que combinam genes codificantes das proteinas prM e
E dos quatro sorotipos do DENV com os genes codificantes de proteinas NS da vacina de febre
amarela 17D. Desenvolvida inicialmente na Universidade de Saint Louis para a encefalite
japonesa, essa plataforma quimérica foi, depois, adaptada para a dengue. Utilizando tecnologia
de DNA recombinante, os quatro sorotipos de DENV foram produzidos separadamente em
células Vero e, posteriormente, mesclados em uma formula¢do tnica (THOMAS; YOON,
2019).

Estudos sobre a Dengvaxia indicam que ela ¢ 60% eficaz contra casos de dengue
comprovados por exames laboratoriais. Contudo, estudos de acompanhamento observaram um
aumento no risco de internagdes por dengue no terceiro ano pos-vacinagao, especialmente entre
as criangas que nunca haviam contraido a doen¢a, quando comparadas as que receberam
placebo. Atualmente, seu uso ¢ restrito a pessoas que ja tiveram dengue, € a vacina nao ¢
oferecida em regides onde a dengue nao ¢ endémica (ANGELIN et al., 2023).

A Qdenga, autorizada no Brasil em 2023, ¢ uma vacina inovadora baseada no DENV-2
e enriquecida com proteinas de superficie dos DENVs-1/3/4. Essa formulacao € projetada para

desencadear uma resposta imune completa, tanto humoral quanto celular. Pessoas que ja
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tiveram dengue tendem a desenvolver niveis mais altos de anticorpos neutralizantes apos a
vacina¢do com Qdenga, mantendo-se protegidas por varios anos. No entanto, ainda falta um
indicador claro de protecdo imunologica conferida pela vacina, pois os estudos nao
determinaram um nivel especifico de anticorpos que garantam imunidade (ANGELIN et al.,
2023).

A Qdenga ¢ administrada através de duas injeg¢des subcutaneas, espacadas por um
intervalo de trés meses. Geralmente bem tolerada, a vacina mostrou 80% de eficacia contra a
dengue confirmada em laboratério e 95% na prevencdo de casos graves apos um ano da
vacinagdo. A protecao foi particularmente elevada contra 0o DENV-2, atingindo 98%, enquanto,
contra 0 DENV-3, a eficéacia foi de 63% (ANGELIN ef al., 2023).

1.11. Proteinas de Fusio Virais de Classe 11

As proteinas de fusdo virais de classe II, cujos principais exemplos sdo aquelas
encontradas em arbovirus das familias Togaviridae ¢ Flaviviridae, diferentemente das outras
duas classes existentes (I e III), exibem uma estrutura predominantemente composta por folhas-
beta e apresentam um /oop de fusao altamente curvado no dominio central, alinhando-se de
maneira paralela ou quase paralela ao envelope viral. Notavelmente, essas proteinas nao sofrem
clivagem proteolitica e ndo formam super-hélices (coiled coils), destacando-se, também, por
varias outras caracteristicas funcionais distintivas (LOZADA et al., 2021).

Ainda com relagdo aos aspectos estruturais, essas proteinas apresentam, em sua por¢ao
externa, trés dominios caracteristicos, que se dispdem de maneira descontinuada na extensao
da cadeia polipeptidica: um barril-beta (EDI), uma regido alongada composta principalmente
por folhas-beta que abriga o loop de fusdo (EDII) e um moddulo semelhante ao dominio

constante de imunoglobulina (IgC) (EDIII) (LEAL; CARVALHO, 2023) (Figura 2).
Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura primaria da proteina E do DENYV, assinalando as
posicdes dos trés dominios da por¢io externa (EDI, EDII e EDIII), da regiao de haste (stem) e da porg¢ao

transmembranar (TM).

1 52 132 193 280 296 394 495

N -C

EDI EDII EDI EDII EDI EDIII Stem TM
Fonte: Adaptado de Anasir; Ramanathan; Poh, 2020.

O loop de fusdo, composto principalmente por residuos apolares e conservados,
desempenha um papel crucial no ciclo de infeccdo ao se inserir em membranas durante o

processo de entrada viral na célula. Sua natureza delicada implica que mesmo pequenas
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alteracdes nessa regido podem acarretar significativas repercussoes no desempenho funcional
da proteina durante a reacdo de fusdo de membranas (Lozada, 2021). Durante a fusdo, os
dominios da proteina E do DENV sofrem rotagao e deslocamento, especialmente o EDIII, que
se dobra em direcao a EDI/EDII em um angulo de 70° (THOMAS et al., 2020).

Alteragdes especificas na proteina E do DENV, especialmente no residuo 390 do EDIII,
tém sido associadas a diferengas na viruléncia entre genotipos do virus. A presenca de
asparagina nessa posi¢ao da cadeia polipeptidica esta ligada a cepas virais que tipicamente
culminam em dengue hemorrdgica, enquanto a presenca de acido aspartico nessa mesma
posicdo estd associada a cepas que resultam apenas na forma classica da doenga. Variagdes
desse tipo na sequéncia aminoacidica da proteina E podem influenciar a eficiéncia com que
diferentes gendtipos do DENV se replicam e sdo transmitidos, destacando a importancia do
reconhecimento dessas alteragdes nos sorotipos virais em circulagdo (NATALI; BABRAK;
MIHO, 2021).

1.12. Desenvolvimento da Bioinformatica

A bioinformatica teve seus primérdios na década de 1960, com Margaret Dayhoff
desempenhando um papel crucial. Ela desenvolveu o pioneiro programa de bioinformatica, o
software COMPROTEIN, destinado a montar sequéncias de proteinas a partir de dados de
peptideos obtidos pelo método Edman. A ferramenta visava lidar com proteinas de maior porte,
uma vez que o método de Edman apresentava limitagdes quanto ao numero de aminoacidos
sequenciados em uma Unica reag¢do (50-60 aminoacidos) (GAUTHIER et al., 2019).

A contribui¢do pioneira da pesquisadora envolveu a introdugao de uma notagao de unica
letra para representar aminodcidos, promovendo uma simplifica¢do essencial no processamento
de dados. A analise destacou desafios conceituais e computacionais, enfatizando a avaliacao de
substituicdes em sequéncias de proteinas. Esse contexto culminou no desenvolvimento do
primeiro modelo probabilistico de substituicdes de aminoacidos em 1978, enquanto outros
avancos na biologia molecular solidificavam o 4acido desoxirribonucleico (DNA) como a
principal fonte de informacgao biologica (GAUTHIER et al., 2019).

Na década de 1990, o “Projeto Genoma Humano” impulsionou o campo da
bioinformatica, destacando a importancia da computag¢do na analise genomica. A Sociedade
Alema de Ciéncia da Computagdo formou um grupo de trabalho e organizou a primeira
conferéncia nacional sobre bioinformatica em 1993, que, posteriormente, tornou-se
internacional, em 1996. Nesse periodo, a internet se popularizou, bancos de dados moleculares
surgiram e métodos de integracdo de dados foram desenvolvidos (CHEN; HOFESTADT;
TAUBERT, 2019).



17

Em 2004, a conferéncia Integrative Bioinformatics resultou na criagdo do periddico
online Journal of Integrative Bioinformatics (JIB), publicado pela editora De Gruyter a partir
de 2017, e na formagdo da Conferéncia Anual de Bioinformatica Integrativa. Projetos de
integragdo de dados do usudrio foram iniciados, mas falhas levaram ao desenvolvimento de
novos métodos de armazenamento, incluindo bancos de dados federados, data warehouses e
mineracdo de texto (CHEN; HOFESTADT; TAUBERT, 2019).

Com grandes avancos nos ultimos anos, a bioinformatica estrutural de proteinas vem
alcancando destaque notavel ao combinar conhecimentos da quimica, fisica, biologia e ciéncia
da computacdo para analisar e interpretar dados relacionados a estrutura tridimensional dessas
macromoléculas, favorecendo a compreensdo dos processos bioldgicos nos quais elas estao
envolvidas e a identifica¢do de sitios apropriados ao desenvolvimento de potenciais ligantes,
dentre outras possibilidades (PAIVA et al., 2022).

Atualmente, as maiores tendéncias no uso da bioinformatica sao a utilizacao de big data
clinico para andlise de tendéncias genéticas, a aplicagdo da farmacogenomica nos cuidados
clinicos de rotina e a exploracao de abordagens 6micas para a descoberta e reaproveitamento

de medicamentos (TENENBAUM, 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

* Avaliar comparativamente as propriedades bioquimicas e imunolédgicas da proteina E
dos quatro sorotipos do DENV.

2.2. Especificos

* Reconhecer as principais substituigdes aminoacidicas da proteina E dos quatro
sorotipos do DENV;

* Determinar o peso molecular, a carga liquida, o ponto isoelétrico e as polaridades
residuais da proteina E dos quatro sorotipos do DENV;

» Verificar o conteido de estruturas secunddrias e a sua localizagdo na cadeia
polipeptidica da proteina E dos quatro sorotipos do DENV;

* Identificar os potenciais sitios de modificagdes pos-traducionais da proteina E dos
quatro sorotipos do DENV;

* Analisar a antigenicidade com base na hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade
da proteina E dos quatro sorotipos do DENV;

* Predizer a afinidade de intera¢do com alelos dos antigenos leucocitarios humanos de

classes I e I (HLAs-I/IT) de peptideos derivados da proteina E dos quatro sorotipos do DENV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de Estudo e Aspectos Eticos

Trata-se de um estudo descritivo in silico com abordagem quali-quantitativa, baseado
em ferramentas de bioinformatica de acesso aberto e previamente validadas. Por utilizar
essencialmente bancos de dados de dominio publico, cujas informagdes sdo agregadas, sem
possibilidade de identificag@o individual, o protocolo proposto dispensa apreciacdo por Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) e/ou Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). Entretanto, em
atendimento ao previsto na Lei 13.123/2015 e seus regulamentos, esta pesquisa foi cadastrada
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o nimero AC4C6ED.

3.2. Critérios de Inclusio e Exclusiao

Como critérios de inclusdo, foram consideradas as estruturas primarias da proteina E
derivadas das sequéncias de referéncia (RefSeq) do genoma dos quatro sorotipos do DENV
(DENV-1: NC 001477.1; DENV-2: NC 001474.2; DENV-3: NC 001475.2; DENV-4:
NC _002640.1). Quanto aos critérios de exclusdo, foram desconsideradas quaisquer sequéncias
aminoacidicas incompletas e/ou contendo imprecisdes na identidade de residuos.

3.3. Coleta e Analise de Dados

3.3.1. Obtencao das Sequéncias Aminoacidicas da Proteina E do DENV

As sequéncias aminoacidicas da proteina E dos quatro sorotipos de DENV foram
obtidas a partir dos respectivos segmentos nucleotidicos codificantes disponiveis no GenBank
(disponivel em <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>) por tradugdo conceitual com base
no codigo genético degenerado universal e salvas no formato FASTA, utilizando a
representacao convencional de uma unica letra para cada aminoacido.

3.3.2. Alinhamento das Sequéncias Aminoacidicas da Proteina E do DENV

Através da ferramenta Clustal Omega (disponivel em
<https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo>), foi realizado o alinhamento de sequéncias
aminoacidicas da proteina E dos quatro sorotipos do DENV de modo a identificar regides
conservadas e variaveis e estabelecer a matriz de identidade percentual (MADEIRA et al.,
2024).

3.3.3. Determinacdo do Peso Molecular, Carga Liquida, Ponto Isoelétrico e
Polaridades Residuais da Proteina E do DENV

As sequéncias aminoacidicas da proteina E dos quatro sorotipos do DENV foram
submetidas a analise no recurso PEPSTATS da plataforma EMBOSS (disponivel em

<https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/seqstats/emboss_pepstats/>) para determinagdo do seu
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peso molecular, carga liquida, ponto isoelétrico e polaridades residuais. O peso molecular
compreende a soma das massas atdmicas na molécula; a carga liquida corresponde a carga
elétrica resultante da substancia, que pode ser positiva, negativa ou neutra; o ponto isoelétrico
corresponde ao valor de potencial hidrogenionico (pH) em que uma proteina apresenta carga
liquida nula; j& as polaridades residuais se referem ao momento dipolar resultante das cadeias
laterais dos aminoacidos que compdem a proteina em questdo. Os dados de peso molecular,
carga liquida e ponto isoelétrico foram expressos em forma de tabelas, enquanto os dados de
polaridades residuais foram apresentados como graficos de setores, considerando as diferentes
propriedades fisico-quimicas dos aminodacidos (apolar, polar neutro, polar acido e polar basico)
(MADEIRA et al., 2024).

3.3.4. Verificacao das Estruturas Secundarias da Proteina E do DENV

O recurso PREDATOR da plataforma NPS@ (disponivel em <https://npsa-
prabi.ibcp.fi/NPSA/npsa_predator.html>) foi empregado para prever os diferentes tipos de
estrutura secundaria, incluindo alfas-hélices, folhas-beta e regides intrinsecamente nao
estruturadas (bobinas aleatorias, do inglés random coils), e sua localizacdo na cadeia
polipeptidica da proteina E dos quatro sorotipos do DENV. Esta abordagem utiliza codigos de
cores sobrepostos em estruturas primarias de proteinas para indicar a localizacdo de tais
estruturas secundarias e sua quantidade relativa nessas macromoléculas.

3.3.5. Identificacdo de Potenciais Sitios de Modificacoes Pdés-Traducionais na
Proteina E do DENV

Para a identificacdo de potenciais sitios de modificagdes pos-traducionais na proteina E
dos quatro sorotipos do DENV, foi utilizado o recurso PROSCAN da plataforma NPS@
(disponivel em <https://npsa-prabi.ibcp.ft/NPSA/npsa_proscan.html>). Esse algoritmo analisa
a sequéncia aminoacidica e reconhece padrdes de consenso para modifica¢des pos-traducionais,
bem como a sua classificagdo (glicosilagdes, miristoilagdes e fosforilagdes, dentre outras). Tais
modificagdes sdo capazes de influenciar as propriedades de uma proteina recém-formada,
podendo ser essenciais para sua fun¢do biologica. Esses dados foram exibidos na forma de
graficos de radar, mostrando os tipos e as quantidades de modificagdes poOs-traducionais
potencialmente presentes na proteina.

3.3.6. Analise da Antigenicidade por Hidrofilicidade, Acessibilidade e Flexibilidade
da Proteina E do DENV

A antigenicidade da proteina E dos quatro sorotipos do DENV foi analisada através do
recurso PCPROF  da  plataforma  NPS@  (disponivel em  <http://npsa-
prabi.ibcp.fr/NPSA/npsa_pcprof.html>), que avalia a hidrofilicidade, acessibilidade e
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flexibilidade de segmentos da cadeia polipeptidica para calcular a antigenicidade. A
hidrofilicidade representa a capacidade de estruturas polares interagirem com uma solucao
aquosa, a acessibilidade consiste na capacidade de uma molécula estar acessivel ao solvente
para realizar interagdes quimicas e a flexibilidade compreende a habilidade das moléculas de
executar ajustes conformacionais no espago. Os dados coletados foram representados sob a
forma de graficos de linhas, evidenciando valores individuais para cada agrupamento de
aminoacidos da proteina.

3.3.7. Predicao da Afinidade de Interacio com Alelos dos HLAs-I/II de Peptideos
Derivados da Proteina E do DENV

Para a analise dos epitopos de células T, utilizou-se o Epitope-Evaluator (disponivel em:
<https://fuxmanlab.shinyapps.io/Epitope-Evaluator/>), um web server interativo desenvolvido
para avaliar epitopos preditos com base em modelos de ligacdo ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (SOTO; REQUENA; BASS, 2022). A ferramenta permite
analisar a afinidade de peptideos para MHC de classe I e 11, auxiliando na identificagdo de alvos
imunogénicos. Foram empregados os preditores NetMHCpan para MHC-I e NetMHClIpan
para MHC-II, ranqueando os epitopos de acordo com a afinidade relativa ao MHC.

Para 0 MHC-I humano, foram utilizados os seguintes alelos representativos: HLA-
A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-A*03:01, HLA-A*24:02, HLA-A*26:01, HLA-B*07:02,
HLA-B*08:01, HLA-B*15:01, HLA-B*27:05, HLA-B*39:01, HLA-B*40:01 e HLA-
B*58:01. A andlise da afinidade de interacdo foi conduzida para peptideos de 9 aminoacidos,
utilizando o percentil 2 como limiar de corte, de modo a garantir a escolha dos peptideos com
maior afinidade potencial de ligagdo aos alelos de HLA-I.

Quanto ao MHC-II humano, os seguintes alelos representativos foram selecionados:
HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB3*01:01, HLA-
DRB3*02:02, HLA-DRB4*01:01 ¢ HLA-DRB5*01:01. A escolha desses alelos foi baseada
em um estudo prévio que demonstrou que um conjunto de sete alelos DRB1 e DRB3/4/5 ¢
suficiente para capturar aproximadamente 50% da resposta imune (PAUL et al., 2015). A
analise da afinidade de interacdo foi realizada considerando peptideos de 15 aminoécidos,
utilizando o percentil 5 como limiar de corte, garantindo a inclusdo dos peptideos com maior
afinidade potencial de ligacao aos alelos de HLA-II.

As etapas metodoldgicas estdao descritas a seguir de forma detalhada, com base na ordem
cronoldgica da analise in silico conduzida. Para facilitar a visualiza¢do do processo, apresenta-

se um fluxograma esquematico das principais etapas deste estudo (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma representativo das etapas metodologicas do estudo.
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4. RESULTADOS

4.1 Alinhamento das Sequéncias Aminoacidicas da Proteina E do DENV

O alinhamento das sequéncias aminoacidicas dos quatro sorotipos do DENV evidenciou
um percentual de identidade que variou de 63,08% (entre DENVs-3/4) a 77,69% (entre
DENVs-1/3). A maior parte das 233 discordancias aminoacidicas encontradas entre as cadeias
polipeptidicas correspondeu a substituicdes com carater conservativo quanto as propriedades
residuais (45,49%); substituicdes semiconservativas € ndo conservativas representaram 15,02%
e 38,63%, respectivamente, ao passo que insercdes/delegcdes compuseram 0,86% de tais
discordancias (Figura 3).

Figura 6 — Matriz de identidade percentual e alinhamento multiplo da proteina E dos quatro sorotipos do

DENYV.
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Legenda: Alinhamento das sequéncias, dentro do circulo vermelho estdo as duas regides de dele¢do, ambas

encontradas no DENV-3. Fonte: Propria autora.

4.2 Determinacio do Peso Molecular, Carga Liquida, Ponto Isoelétrico e
Polaridades Residuais da Proteina E do DENV

Enquanto o peso molecular (53,68 kDa no DENV-3 a 54,44 kDa no DENV-2) e o ponto
isoelétrico (7,01 no DENV-3 a 7,89 no DENV-1) da proteina E apresentaram pequenas

variagOes entre os diferentes sorotipos de DENV, a carga liquida dessa macromolécula foi
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notavelmente menor no DENV-3 (3,50) em relag@o aos demais sorotipos (8,00 nos DENVs-1/2
a 8,50 no DENV-4) (Tabela 1).

Tabela 1 — Peso molecular, carga liquida e ponto isoelétrico da proteina E dos quatro sorotipos do DENV.
Peso Molecular (kDa) Carga Liquida Ponto Isoelétrico

DENV-1 53,85 8,00 7,89
DENV-2 54,44 8,00 7,77
DENV-3 53,68 3,50 7,01
DENV-4 53,99 8,50 7,75

Fonte: Propria autora.

Para todos os sorotipos do virus, a proteina E apresentou maior quantidade de residuos
apolares (54-56%); dentre os residuos polares (44-46%), observou-se uma ligeira
predominancia de neutros sobre carregados (basicos e acidos) nos DENVs-1/3 (23-24% vs.
22%, respectivamente) e o inverso nos DENVs-2/4 (21-22% vs. 23%, respectivamente) (Figura
4).

Figura 4 — Polaridades residuais da proteina E dos quatro sorotipos do DENV.
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Fonte: Propria autora.
4.3 Verificacao das Estruturas Secundarias da Proteina E do DENV
Apesar da ocorréncia de enovelamento randomico ter sido predita em 53,74-59,63% da
estrutura da proteina E para os quatro sorotipos do virus, os DENVs-1/2 apresentaram maior
teor predito de alfa-hélices do que de folhas-beta (23,03% vs. 21,82% e 25,86% vs. 18,59%,
respectivamente), enquanto o contrario foi observado nos DENVs-3/4 (18,46% vs. 21,91% e

21,01% vs. 25,25%, respectivamente) (Figura 5).
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Figura 8 — Estruturas secundarias preditas da proteina E dos quatro sorotipos do DENV.
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Fonte: Propria autora.

4.4 Identificacado de Potenciais Sitios de Modificacoes Pos-Traducionais na
Proteina E do DENV

Quanto ao potencial de modifica¢des pos-traducionais, a maior parte dos padroes de
consenso presentes na proteina E dos quatro sorotipos do virus correspondeu a fosforilagdo por
caseina-cinase II (CK2) (6-12 sitios); ainda que em pequena quantidade, apenas na proteina E
do DENV-4 foram observados padrdes de consenso para fosforilagdo por tirosina-cinase (TK)
(2 sitios). Outras modificagdes pos-traducionais preditas incluiram N-glicosilagdo (2-3 sitios),
fosforilacdo por proteina-cinase dependente de cAMP e cGMP (PKA/G, 1-2 sitios) e
fosforilagdo por proteina-cinase C (PKC, 6-9 sitios) (Figura 6).
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Figura 6 — Potenciais modificacées pos-traducionais da proteina E dos quatro sorotipos do DENV.
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Fonte: Propria autora.

4.5 Analise da Antigenicidade por Hidrofilicidade, Acessibilidade e Flexibilidade
da Proteina E do DENV
A convolugdo dos parametros de hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade dos residuos
resultou em uma maior propensdo antigénica na metade N-terminal da proteina E dos quatro
sorotipos do virus, ainda que um perfil caracteristico tenha sido observado para os DENVs-1/3
e outro para os DENVs-2/4. Os aminoacidos W231/D341 no DENV-1, Q86 nos DENVs-2/4 e
D87/D339 no DENV-3 apresentaram escores de antigenicidade maximos no reconhecimento

por células B (Figura 7).
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Figura 10 — Variacdes de antigenicidade ao longo da proteina E nos diferentes sorotipos.
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Fonte: Propria autora.

4.6 Predicao da Afinidade de Interacio de Peptideos Derivados da Proteina E do
DENY com Alelos de HLAs-I/11

No que diz respeito aos alelos de HLA-I, DENV-1 apresentou o maior nimero de
epitopos (130), ao passo que DENV-4 o menor nimero (118), ficando DENV-2 e DENV-3 com
numeros intermediarios (119 e 122 epitopos, respectivamente). HLA-B*39:01 foi o alelo com
o maior nimero de epitopos preditos para DENV-1 (29 epitopos), DENV-2 (28 epitopos) e
DENV-3 (27 epitopos), sendo tal posto ocupado pelo alelo HLA-B*08:01 para DENV-4 (23
epitopos) (Figura 8).
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Figura 11 — Nimero de Epitopos Preditos na Proteina E dos Quatro Sorotipos de DENV para HLA-L.
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Legenda: A esquerda, correlagio entre niimero de epitopos e comprimento da proteina E. A esquerda , correlagio
entre numero de epitopos e alelo de HLA-I para cada sorotipo de DENV. Circulos em vermelho ressaltam os

alelos mais promiscuos em cada sorotipo. Fonte: Propria autora.

Ainda com relagdo aos alelos de HLA-I, observou-se que os epitopos com elevada
afinidade por multiplos deles se localizaram, com frequéncia, em regides divergentes da
proteina E de cada sorotipo de DENV (Figura 9). Para o DENV-1, os epitopos KLEGKIVQY
(125-134) e KQWFLDLPL (211-220) foram capazes de se ligar a 5 alelos (HLA-
A*01:01/HLA-A*03:01/HLA-A*26:01/HLA-B*15:01/HLA-B*58:01 ¢ HLA-A*02:01/HLA-
B*15:01/HLA-B*27:05/HLA-B*39:01/HLA-B*40:01, respectivamente). Para o DENV-2, o
epitopo IQKETLVTF (233-242) foi capaz de se ligar a 8 alelos (HLA-A*24:02/HLA-
A*26:01/HLA-B*08:01/HLA-B*15:01/HLA-B*27:05/HLA-B*39:01/HLA-B*40:01/HLA-
B*58:01). Para o DENV-3, o epitopo TMAKNKPTL (34-43) foi capaz de se ligar a 6 alelos
(HLA-A*02:01/HLA-A*24:02/HLA-B*07:02/HLA-B*08:01/HLA-B*15:01/HLA-B*39:01).
Para 0 DENV-4, os epitopos TMAQGKPTL (34-43) e KQWFLDLPL (211-220) foram capazes
de se ligar a 5 alelos (HLA-A*02:01/HLA-B*07:02/HLA-B*08:01/HLA-B*15:01/HLA-
B*39:01 e HLA-A*02:01/HLA-B*15:01/HLA-B*27:05/HLA-B*39:01/HLA-B*40:01,

respectivamente).



| DENV-1

Figura 12 — Localizacio dos Epitopos Preditos na Proteina E dos Quatro Sorotipos de DENV para HLA-L
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Legenda: A proteina E de cada sorotipo de DENV ¢ exibida como uma barra azul clara, enquanto os epitopos
sdo representados em um gradiente de cores de amarelo a vermelho, indicando o nimero de alelos de HLA-I aos
quais cada epitopo pode se ligar. Regides em vermelho, ressaltadas pelas setas vermelhas, indicam epitopos
promiscuos, reconhecidos por um maior numero de alelos. Abaixo de cada painel, a posi¢do dos aminoacidos na
cadeia polipeptidica ¢ informada. Fonte: Propria autora.

No que diz respeito aos alelos de HLA-II, DENV-3 apresentou o maior nimero de

epitopos (95), ao passo que DENV-4 o menor numero (82), ficando DENV-1 e DENV-2 com
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numeros intermedidrios (94 e 93 epitopos, respectivamente). HLA-DRB4*01:01 foi o alelo com
o maior nimero de epitopos preditos para DENV-1 (30 epitopos), DENV-2 (34 epitopos),
DENV-3 (26 epitopos) e DENV-4 (22 epitopos) (Figura 10).

Figura 13 — Namero de Epitopos Preditos na Proteina E dos Quatro Sorotipos de DENV para HLA-II.
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Legenda: A esquerda, correlagio entre nimero de epitopos e comprimento da proteina E. esquerda, correlagio
entre nimero de epitopos e alelo de HLA-II para cada sorotipo de DENV, circulo vermelho apontando a regido o

alelo de maior promiscuidade entre os epitopos. Fonte: Propria autora.

Ainda com relacdo aos alelos de HLA-II, observou-se que os epitopos com elevada
afinidade por multiplos deles se localizaram, com frequéncia, em regides equivalentes da
proteina E de cada sorotipo de DENV (Figura 11). Para o DENV-1, os epitopos
QDLLVTFKTAHAKKQ (235-250) e DLLVTFKTAHAKKQE (236-251) foram capazes de se
ligarr. a 5 alelos (HLA-DRBI*07:01/HLA-DRBI1*15:01/HLA-DRB3*02:02/HLA-
DRB4*01:01/HLA-DRB5*01:01 para ambos). Para o DENV-2, os epitopos
QKETLVTFKNPHAKK (234-249), KETLVTFKNPHAKKQ (235-250),
TVNPIVTEKDSPVNI (354-369) e VNPIVTEKDSPVNIE (355-370) foram capazes de se ligar
a 5 alelos (HLA-DRB1*07:01/HLA-DRB1*15:01/HLA-DRB3*02:02/HLA-
DRB4*01:01/HLA-DRB5*01:01 para os dois primeiros e HLA-DRB1*03:01/HLA-
DRB1*15:01/HLA-DRB3*01:01/HLA-DRB3*02:02/HLA-DRB4*01:01 para os dois
ultimos). Para o DENV-3, os epitopos RKELLVTFKNAHAKK (232-247) e
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KELLVTFKNAHAKKQ (233-248) foram capazes de se ligar a 5 alelos (HLA-

DRBI1*03:01/HLA-DRB1*15:01/HLA-DRB3*02:02/HLA-DRB4*01:01/HLA-DRB5*01:01
para o primeiro ¢ HLA-DRBI*07:01/HLA-DRB1*15:01/HLA-DRB3*02:02/HLA-
DRB4*01:01/HLA-DRB5*01:01

para o ultimo). Para o DENV-4,

0s epitopos
YKERMVTFKVPHAKR (234-249) e KERMVTFKVPHAKRQ (235-250) foram capazes de
se ligar a 4 alelos

(HLA-DRBI1*15:01/HLA-DRB3*02:02/HLA-DRB4*01:01/HLA-
DRB5*01:01 para ambos).

Figura 14 — Localizagdo dos Epitopos Preditos na Proteina E dos Quatro Sorotipos de DENV para HLA-
|
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Legenda: A proteina E de cada sorotipo de DENV ¢ exibida como uma barra azul clara, enquanto os epitopos
sdo representados em um gradiente de cores de amarelo a vermelho, indicando o numero de alelos de HLA-II aos
quais cada epitopo pode se ligar. Regides em vermelho, ressaltadas pelos circulos azuis, indicam epitopos

promiscuos, reconhecidos por um maior numero de alelos. Abaixo de cada painel, a posi¢do dos aminoacidos na
cadeia polipeptidica ¢ informada. Fonte: Propria autora.
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5. DISCUSSAO

Dentre as proteinas estruturais do DENV, a proteina E ¢ um dos principais alvos da
resposta imune e desempenha um papel central na entrada viral, fusio de membranas e
reconhecimento por anticorpos neutralizantes (FAHIMI et al., 2018). Estudos indicam que a
proteina E apresenta variacdes entre os sorotipos, o que pode impactar sua antigenicidade,
imunogenicidade, estabilidade estrutural e nas suas interagdes com o sistema imune do
hospedeiro (WATANABE et al., 2019; YAP et al., 2017).

Os percentuais de identidade das sequéncias aminoacidicas dos sorotipos do DENV
variaram de 63,08% a 77,69%, com predominancia de substitui¢des conservativas (45,49%),
seguidas de ndo conservativas (38,63%) e semiconservativas (15,02%). As substitui¢des
conservativas sugerem a manutencdo de fungdes essenciais das proteinas, enquanto as ndo
conservativas, embora em menor nimero, podem impactar a conformagdo proteica ¢ a
antigenicidade, influenciando as respostas imunoldgicas entre os sorotipos. Inser¢des e
dele¢des foram raras (0,86%) e podem refletir eventos pontuais. Essas variagdes sao
particularmente relevantes, pois podem influenciar a resposta imunoldgica dos hospedeiros,
contribuindo para diferencas na viruléncia e imunogenicidade dos sorotipos do DENV. Estudos
também discutem a influéncia da variabilidade dos sorotipos na resposta imune, refor¢cando a
importancia dessas mudangas para o desenvolvimento de vacinas e terapias direcionadas
(CASSETTI et al., 2010; HALSTEAD, 2007).

A proteina E dos quatro sorotipos de DENV apresentou predominancia de residuos
apolares (54-56%), com os residuos polares representando 44-46%. Entre os residuos polares,
houve uma ligeira predominancia de neutros sobre carregados nos sorotipos impares € o inverso
nos sorotipos pares. Esses padrdes refletem caracteristicas estruturais que podem influenciar
funcdes criticas, como a fusdo de membranas, atribuida aos residuos apolares, e possiveis
variagdes na interacdo com o sistema imune devido as diferengas nos residuos polares (ALI et
al.,2017).

Quanto ao conteudo de estruturas secundarias, os DENVs-1/2 apresentaram maior teor
predito de alfa-hélices do que de folhas-beta. Esse padrdo difere ligeiramente do que ¢
comumente descrito na literatura, que indica que as proteinas da classe II geralmente tém uma
maior propor¢ao de folhas-beta em sua composi¢ao (KIELIAN, 2006). Em contraste, a maior
quantidade de folhas-beta nos DENVs-3 e 4 pode indicar uma configuragao estrutural que pode
ser mais estavel por conta das ligacdes de hidrogénio entre as cadeias polipeptidicas que sdo

encontradas em maior quantidade nessas estruturas secundarias (JACOBSEN et al., 2023).
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A carga liquida de uma proteina, determinada pelo balango entre residuos positivos e
negativos em certo pH, influencia diretamente sua interagdo eletrostatica com a membrana
celular, que ¢ rica em lipidios anidnicos como a fosfatidilserina. Essas interagdes de longo
alcance orientam e estabilizam proteinas na interface membranar ¢ podem até induzir
reorganizacdo lateral de componentes da membrana. A eficiéncia dessa associa¢ao depende da
magnitude e distribuicao da carga, podendo superar barreiras energéticas como a dessolvatacao
(MULGREW-NESBITT et al.,2006)

A analise da carga liquida das proteinas E dos sorotipos do DENV revelou que, embora
todas apresentem carga positiva em pH neutro, o DENV-3 possui uma carga significativamente
menor (3,5) em comparacdo ao DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-4 (entre 8,0 ¢ 8,5). Segundo
estudos estruturais de proteinas periféricas de membrana, cargas positivas mais elevadas
favorecem a associagdo com superficies de membranas anidnicas, como as celulares (ZHOU;
PANG, 2018). Assim, a menor carga do DENV-3 pode resultar em uma interagdo menos
eficiente ou menos persistente com a membrana, impactando a taxa de fusdo viral ou o
reconhecimento por receptores. Essa diferenga pode estar relacionada a variagdes na
infectividade, tropismo ou resposta imune entre os sorotipos.

A analise das modificagdes pods-traducionais da proteina E dos quatro sorotipos de
DENV, revelou padrdes distintos que refletem diferengas estruturais e funcionais entre os eles.
A maior frequéncia de fosforilacdo por CK2 nos DENVs-1/2 em comparagao com os DENVs-
3/4 destaca o papel central dessa modificagdo na biologia viral. A CK2 é amplamente descrita
como essencial para a matura¢do e estabilidade das particulas virais, bem como para a
facilitagdo da interagdo com a maquinaria celular do hospedeiro (ANWAR et al., 2011). Essas
diferencas entre os padroes de fosforilagdo podem sugerir comportamentos diferentes do ciclo
viral, e modulagdo processos como replicagdo, montagem e infectividade, corroborando o papel
das modifica¢des pds-traducionais na adaptagdo do virus.

A andlise comparativa entre os sorotipos do DENV revela que todos apresentaram
glicosilagdo em N67 e N153, porém DENV-3 e DENV-4 possuem sitios adicionais: N470 e
N472, respectivamente. Essas variagdes podem influenciar a imunogenicidade e a capacidade
de evasdo do sistema imune, impactando a severidade da infec¢do. Outro aspecto relevante € a
localizagdo do sitio de glicosilagdo em N470, proximo ao segmento TM. Embora apresente
similaridade com padrdes de glicosilagdo conhecidos, sua posicdo pode restringir a
acessibilidade e comprometer sua funcionalidade. Além disso, a auséncia da glicosilagdo de

N67 em outros flavivirus, como JEV, WNV, TBE e YFV, sugere que essas modifica¢des
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conferem ao DENV caracteristicas exclusivas relacionadas a evasdo imunoldgica e a
patogenicidade (RUHUL AMIN et al., 2010).

A glicosilagdo da proteina E do DENV, especialmente nos sitios N67 e N153,
desempenha um papel fundamental na adaptacdo viral a diferentes hospedeiros. Enquanto a
glicosilacdo em N67 ¢ essencial para a replicagdo eficiente do DENV-2 em células de
mamiferos, facilitando a liberagdo de novas particulas virais pela via secretora, algumas
linhagens desse sorotipo viral, como PUO-218 e NGC, contornam essa dependéncia por meio
de mutagdes que mantém residuos hidrofobicos. Ja a glicosilagdo em N153, embora menos
determinante, contribui para a replicagdo em células de mosquitos e auxilia o brotamento viral
em células de mamiferos (YAP et al., 2017). Além disso, sitios glicosilados desempenham um
papel relevante na neutralizagao viral, pois anticorpos amplamente neutralizantes, como EDE1
e EDE2, reconhecem essas regides, sendo que a ligacdo do EDE2 depende diretamente do
glicano em N153. Esse achado refor¢a o potencial dessas estruturas como alvos estratégicos
para antivirais e vacinas (WATANABE et al., 2019).

A presenca de padrdes exclusivos de fosforilagdo por TK no DENV-4 sugere um
mecanismo adaptativo especifico desse sorotipo viral, possivelmente relacionado a modulagao
do ciclo de infecgdo e a evasdo imunoldgica. Estudos apontam que a TK regula a montagem e
replicagdo de particulas virais em outros flavivirus, como o virus da hepatite C (HCV), onde
desempenha um papel crucial no controle da estabilidade das particulas (YAMAUCHI et al.,
2015). Além disso, em patdgenos como o virus Ebola (EBOV) e o virus Marburg (MARV), a
ativagdo de TK do hospedeiro é essencial para a entrada viral e para a ativagdo de vias
intracelulares necessarias a infec¢do, destacando o potencial dessa enzima como alvo
terapéutico (STEWART et al., 2021).

A andlise da antigenicidade das sequéncias proteicas dos quatro sorotipos de DENV
revelou padrodes distintos de propensdo antigénica ao longo da proteina E, com regides de alta
antigenicidade distribuidas de forma nao homogénea. Uma das regioes de maior antigenicidade
observadas no estudo, situada em torno dos residuos D341 no DENV-1 e D339 no DENV-3, é
consistente com o conhecimento de que o EDIII (296-394), como um local exposto na
superficie do virion, ¢ crucial para o reconhecimento de receptores celulares e a neutralizagao
viral (FAHIMI et al., 2018). Ademais, estudos sugerem que a selecdo exclusiva de epitopos
altamente neutralizantes, como aqueles localizados em EDIII, pode reduzir significativamente
o risco de ADE. Isso ocorre porque anticorpos direcionados a essas regides tendem a ser
altamente especificos e bloqueiam eficazmente a entrada do virus na célula hospedeira

(MORGAN et al., 2024).
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Por outro lado, DENV-2 e DENV-4 apresentaram antigenicidade maxima em torno do
residuo Q86 da proteina E, situado no EDII (52-132/193-280). Sabe-se, no entanto, que
anticorpos gerados contra epitopos presentes no EDII s3o amplamente reativos, mas possuem
baixa capacidade de neutralizagdo (SARKER; DHAMA; GUPTA, 2023). Desse modo, tais
sorotipos de DENV poderiam escapar mais facilmente da resposta imune, tornando necessaria
a adogdo de estratégias especificas para otimizar a imunogenicidade e a eficacia vacinal
(AHMED; AKONDY, 2011).

A sobreposi¢ao entre epitopos promiscuos para HLA-II e regides criticas para a
neutralizacdo de anticorpos sugere que as respostas imunes mediadas por células T CD4" e
anticorpos neutralizantes podem estar interligadas. O presente estudo demonstrou que os
epitopos promiscuos reconhecidos por alelos DRB analisados estao concentrados no EDII e no
EDIIL. Isso sugere que regides estruturais desses dominios podem ser alvos ideais para
estratégias de imunizacdo, uma vez que ativam respostas T CD4* amplamente reativas e,
possivelmente, favorecem a producdo de anticorpos neutralizantes (SMITH; BUGADA; WEN,
2020).

No que diz respeito ao HLA-I, o alelo HLA-A*03:01 esta potencialmente envolvido no
reconhecimento de epitopos de todos os sorotipos do DENV. Embora haja poucas referéncias
especificas na literatura sobre esse alelo em relagdo ao DENV, estudos prévios indicam que o
HLA-A*03 pode desempenhar um papel protetor contra a dengue, estando associado a uma
resposta imune mais eficaz e a eliminagao viral. Evidéncias adicionais sugerem uma associagao
protetora desse alelo em pacientes com dengue hemorragica na populagdo malaia, o que reforca
sua relevancia na imunidade contra o virus (CULSHAW, 2017; RATHAKRISHNAN et al.,
2014).

Além disso, 0o HLA-A*03 tem sido associado a uma menor gravidade da doenca em
determinados contextos populacionais. Em pacientes do grupo étnico malaio, por exemplo, sua
presenca foi correlacionada a um menor risco de formas graves da infec¢ao por virus dengue.
Em outros estudos, esse alelo também demonstrou um efeito protetor contra virus relacionados,
como o virus da hepatite B (HBV) e o HCV, especialmente em populagdes caucasianas e
irlandesas. Esses achados sugerem que o HLA-A*03 desempenha um papel importante na
modulagdo da resposta imune, cuja influéncia pode variar conforme o contexto genético e
ambiental (APPANNA et al., 2010).

O alelo HLA-A*24 também foi identificado como um dos principais alelos envolvidos
no reconhecimento de epitopos do DENV. Diferentemente do HLA-A*03:01, amplamente

associado a uma resposta imunologica eficaz, o HLA-A*24 estd ligado a uma apresentagao
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deficiente de peptideos, o que pode resultar em uma inflamagdo exacerbada. Essa resposta
desregulada, caracteristica de uma imunidade ineficiente, pode contribuir para o agravamento
da doenga, favorecendo o desenvolvimento de manifestagdes graves, como a febre hemorragica
da dengue (DHF) e a sindrome do choque da dengue (DSS) (CHEN; HOFESTADT;
TAUBERT, 2019; COOK; THIBAUT; PETTERSEN, 2022; NGUYEN et al., 2008).

Segundo a literatura, o HLA-A*24 estd fortemente associado a formas severas da
dengue, especialmente em populagdes asiaticas, com destaque para os vietnamitas. Estudos
indicam que esse alelo aumenta a suscetibilidade a DHF e que variantes especificas, como a
presenca de histidina na posi¢ao 70, estdo associadas a uma maior afinidade por epitopos,
influenciando diretamente a patogénese da doenca. Além disso, 0 HLA-A*24 esta relacionado
aativacao de células T, promovendo maior producdo de IFN-y e aumento da expressdo de CD69
em coculturas com células dendriticas infectadas (ALAGARASU et al., 2013;
CHOTIYARNWONG et al., 2007; COOK; THIBAUT; PETTERSEN, 2022; CULSHAW,
2017; DUAN et al., 2015; MALININA; PATEL; BROWN, 2017; MANH et al., 2018).

O HLA-A*26 ¢ um alelo relevante ao reconhecimento de todos os sorotipos do DENV
e tem sido investigado em estudos relacionados a doenca, especialmente por meio de analises
de ancoragem proteina-proteina. Essas investigacdes avaliaram sua capacidade de apresentar
epitopos virais preditos, sugerindo que o HLA-A*26:01 possui alta afinidade para a ligacao de
epitopos, potencialmente estimulando uma resposta robusta de células T. Essa funcionalidade
destaca seu papel como um mediador imunologico no reconhecimento de antigenos do DENV
(GUPTA; KUMAR, 2022).

Entretanto, analises epidemiologicas indicam que esse alelo ndo atingiu significancia
estatistica em relacdo a protecdo contra formas graves da doenga. O HLA-A*26 foi encontrado
em baixa frequéncia entre pacientes com DSS, sugerindo uma possivel associagdo com menor
susceptibilidade a progressdo da febre de dengue para formas severas. Essa tendéncia foi
observada em populagdes do Sri Lanka, onde sua baixa prevaléncia pode refletir um efeito
protetor. No entanto, essa hipdtese ainda requer validagdo por meio de estudos adicionais,
considerando limitacdes como o tamanho amostral reduzido e variagdes regionais nos perfis
genéticos (STEPHENS et al., 2002).

Ja o alelo HLA-A*01 tem sido consistentemente associado a progressdao para formas
graves da febre de dengue, como a DHF e a DSS. Em uma populacdo brasileira, individuos
portadores desse alelo apresentaram um risco trés vezes maior de evolugdo para DHF, uma

associagdo que também foi observada em criangas tailandesas e pacientes cubanos. Esses
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achados sugerem um papel relevante do HLA-A*01 na modulacdo da susceptibilidade as
formas graves em diferentes populagdes (MONTEIRO et al., 2012; WEISKOPF et al., 2016).

Do ponto de vista imunologico, o HLA-A*01:01, pertencente ao supertipo HLA-A*01,
esta envolvido na apresentacao de peptideos imunogénicos derivados do DENV e na ativacao
de células T CD8" especificas. Esse alelo desempenha um papel fundamental na imunidade
adaptativa em infecc¢des virais e tem sido investigado em contextos de vacinagdo, devido a sua
capacidade de restringir epitopos imunogénicos (WEISKOPF et al., 2016).

Outrossim, um estudo revelou que o alelo HLA-A*01:01 demonstrou restringir epitopos
especificos do virus Zika (ZIKV), mas ndo apresentou reatividade cruzada com o DENV-2,
indicando que sua fun¢do imunolédgica pode variar conforme o tipo de infec¢do. Esse achado
sugere que a apresentacdo de epitopos por esse alelo ¢ especifica para cada flavivirus,
destacando a importancia de investigar sua atuagdo em diferentes contextos virais, como ZIKV
e DENV, para uma melhor compreensao da resposta imune contra essas infec¢des (WEN et al.,
2017).

Apesar do seu papel na apresentag@o de epitopos e ativacao da resposta imunologica, a
associacao do HLA-A*01 com maior susceptibilidade a DHF em diversas populagdes destaca
uma possivel dualidade funcional. Esse comportamento pode ser influenciado por fatores
genéticos, ambientais e pelo contexto da infecg¢do, como a diferenga entre infec¢des primarias
e secundarias. Estudos futuros devem focar em elucidar os mecanismos determinantes dessa
susceptibilidade e seu impacto na progressao da doenga (MONTEIRO et al., 2012; WEISKOPF
etal.,2011).

Embora haja poucos registros na literatura, dados epidemiologicos apontam que o HLA-
B*40 foi identificado com maior frequéncia em casos de DHF em comparagdao com a dengue
classica (DF). Esse achado sugere uma possivel relacdo entre o HLA-B*40 e a gravidade da
infeccdo pelo DENV, indicando que a resposta imune mediada por esse alelo pode estar
associada a uma maior magnitude inflamatoria, um fator caracteristico das formas graves da
doenca (ALAGARASU et al., 2013; BASHYAM; GREEN; ROTHMAN, 2006)

O HLA-B*58:01 tem sido associado a um possivel papel protetor contra formas graves
de dengue, como DHF e DSS, em populacdes filipinas. No entanto, essa associacdo perdeu
significancia estatistica apos a correcdo de Bonferroni, evidenciando a necessidade de mais
estudos para validar sua relevancia imunolégica (MERCADO et al., 2015). Funcionalmente,
esse alelo foi utilizado em estudos de ancoragem proteina-proteina para avaliar a ligagdo de
epitopos preditos, demonstrando potencial para apresentar peptideos imunogénicos e induzir

respostas de células T especificas (GUPTA; KUMAR, 2022).
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A literatura sobre o HLA-B*58:01 ainda ¢ limitada, especialmente no contexto de
diferentes populacdes e sorotipos do DENV, ressaltando a necessidade de investigagdes
adicionais para esclarecer seu impacto imunologico.

O alelo HLA-B*07 desempenha um papel significativo na resposta imune mediada por
células T CD8" contra 0 DENV, com destaque para sua capacidade de apresentar epitopos virais
altamente conservados entre os diferentes sorotipos. Estudos mostraram que os peptideos
restringidos por este alelo induzem respostas imunoldgicas mais robustas e consistentes,
sugerindo uma contribuigdo efetiva para a prote¢ao contra o DENV (REGUZOVA et al., 2021).

Além disso, o subtipo HLA-B*07:02 foi identificado como restritivo para multiplos
epitopos de células T CD8" em estudos que exploraram reatividade cruzada entre 0 DENV € o
ZIKV. Esse subtipo demonstrou capacidade de induzir respostas imunologicas significativas,
incluindo reducdo da carga viral em modelos de camundongos, indicando seu potencial protetor
em infecgdes cruzadas. Apesar disso, a correlagdo entre a afinidade de ligagdo dos epitopos e
sua imunogenicidade ndo foi evidente, sugerindo que fatores adicionais, como a composi¢ao
do repertério de células T, influenciam a resposta imunolégica (WEN et al., 2017).

Epidemiologicamente, 0 HLA-B*07 foi associado a uma maior susceptibilidade a DHF
em infecgdes secundarias, possivelmente devido a presenga de alelos do mesmo supertipo,
como o HLA-B*51, em algumas populagdes. No entanto, essas associagdes frequentemente nao
mantiveram significncia estatistica em andlises ajustadas, destacando a complexidade de seu
papel imunoloégico. Por outro lado, o alelo foi encontrado em baixa frequéncia em pacientes
com DSS, sugerindo uma possivel associagdo com menor susceptibilidade a formas graves da
doenga, especialmente em populagdes do Sri Lanka (MALAVIGE et al, 2011; VEJBAESYA
et al., 2015).

Estudos também indicaram que o HLA-B*07 pode restringir epitopos especificos, como
o NS3 221-232, com alta frequéncia de resposta em individuos infectados naturalmente. A
magnitude dessa resposta foi maior em pacientes com DHF, o que pode refletir tanto sua
contribuicao protetora quanto seu papel na amplificacdo imunologica em casos de dengue grave
(ZIVNA et al., 2002). Essas evidéncias sugerem que o HLA-B*07 desempenha um papel
multifacetado na imunidade contra o DENYV, influenciando tanto a protecdo quanto a
susceptibilidade em diferentes contextos populacionais e clinicos.

Quanto ao HLA-II, estudos anteriores indicam que o alelo HLA-DRB1*03:01 esta
negativamente associado as formas graves da doenga, sendo considerado um fator protetor
(CHEN; HOFESTADT; TAUBERT, 2019). Sua recorréncia na ligacdo a epitopos de diferentes

sorotipos do DENV sugere um possivel papel na inducdo de uma resposta imune eficaz,
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promovendo uma melhor ativa¢do dos linfocitos T CD4" e, consequentemente, reduzindo o
risco de complicagdes clinicas.

Por outro lado, o HLA-DRB1*07:01 apresenta um carater ambiguo na literatura.
Enquanto alguns estudos indicam uma associacdo com a DHF (ALAGARASU et al., 2013),
outros sugerem um efeito protetor, especialmente em infec¢des secundarias por DENV-2
(MALAVIGE et al., 2011). Essa discrepancia pode ser atribuida a diferencas populacionais,
variabilidade na resposta imunologica mediada por células T ou complexidade das interagdes
entre os sorotipos do virus e o sistema imunoldgico do hospedeiro. Ainda assim, sua presenca
consistente nos quatro sorotipos analisados refor¢a sua relevancia na imunogenicidade do
DENV, destacando a necessidade de investigacdes adicionais para esclarecer seu papel na
progressao da doenca.

Em contraste, o HLA-DRB1*15:01 surge como um fator de susceptibilidade a infeccao
pelo DENV. Estudos demonstram que esse alelo est4 associado a um maior risco de desenvolver
formas graves da doenca, incluindo a DHF (CARDOZO et al., 2014; CHEN; HOFESTADT;
TAUBERT, 2019).

Além desses, os locis DRB3, DRB4 e¢ DRB5 também se mostraram altamente
promiscuos nos quatro sorotipos de DENV, sugerindo um papel relevante na resposta imune ao
virus. Embora a literatura sugira que sua contribui¢do na restricdo de epitopos seja menos
expressiva em comparacdo ao DRB1 (GRIFONI er al., 2019), sua presenga consistente nos
quatro sorotipos indica que esses /ocis desempenham uma fun¢do complementar na ampliagao
da imunogenicidade viral.

Considerando que a inclusao de DRB3, DRB4 e DRBS5 nas analises de predi¢do melhora
a identificagdo de epitopos imunogénicos, sua interagdo entre os sorotipos de DENV merece
ser explorada, principalmente por ser documentada em outros estudos com diferentes flavivirus
(GRIFONI et al., 2019; PAUL et al., 2015). Além disso, estudos indicam que os alelos
DRB3*01:01 e DRB3*02:02 estao associados a epitopos da proteina E do ZIKV (EZZEMANI
et al., 2021). Como no presente estudo, eles apresentam um compartilhamento de epitopos
consideravel, sugerindo um mecanismo imunoldgico compartilhado entre flavivirus. Essa
relagdo refor¢a a hipotese de que esses alelos possam também desempenhar um papel na
resposta imune contra a proteina E do DENV.

6. CONCLUSAO

A presente pesquisa reforca a relevancia da variabilidade entre os sorotipos do DENV

na resposta imunologica, destacando suas implicagdes para o desenvolvimento de vacinas,

terapias e para a compreensdo das interagdes imunoldgicas. As diferengas estruturais e
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funcionais da proteina E, incluindo padrdes de glicosilacdo e fosforilagdo, bem como a
distribuicdo de epitopos reconhecidos por alelos de HLA, demonstram o impacto dessas
variagcdes na imunogenicidade e no potencial de escape imune. Ademais, a associacdo entre
alelos HLA especificos e a severidade da infec¢do ressalta a importancia dos fatores genéticos
na suscetibilidade e na protegdo contra o DENV, fornecendo subsidios valiosos para o
aprimoramento de estratégias profilaticas e terapéuticas.

Embora o estudo tenha utilizado apenas sequéncias de referéncia dos sorotipos do
DENV, foi possivel observar importantes variagdes estruturais e diferengas significativas na
interagcdo com o sistema imune adaptativo. Estudos futuros devem explorar essas diferengcas em
maior profundidade, considerando a influéncia da diversidade genética viral sobre a

imunogenicidade e a eficicia de estratégias imunoterapéuticas.
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