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RESUMO

A dengue é uma das principais arboviroses humana, causada por um dos
quatro sorotipos virais (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). A infeccao por
qualquer um dos quatro sorotipos pode resultar desde uma forma clinica
inaparente a manifestacdes clinicas graves. O genoma viral consiste de RNA,
que apos tradugdo e processamento, origina dez proteinas: trés estruturais e
sete ndo estruturais (NS), envolvidas na replicacdo viral. Estudos buscam
correlacionar fatores genéticos do hospedeiro com a predisposicdo a
resisténcia, suscetibilidade ou gravidade da infeccdo pelo dengue. A resposta
imune 72 de pacientes com dengue foi analisada ex-vivo, utilizando Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMC) de pacientes provenientes de uma coorte de
dengue previamente iniciada no Departamento de Virologia e Terapia
Experimental (LAVITE/CPgAM). Essa andlise foi realizada através de Enzyme
Linked Immunospot (ELISPOT), utilizando-se peptideos sintéticos abrangendo
as proteinas NS1 e NS3 do DENV-3, para estimular células T CD4" e CD8". As
respostas imunes foram analisadas quanto a associacdo com atributos clinicos
e imunogenéticos, tais quais: forma clinica, tipo de infeccdo e Human
Leukocyte Antigen (HLA) dos pacientes e seus supertipos. A identificacdo ex-
vivo de epitopos para células T obtidas experimentalmente também foi
comparada com as previsdes tedricas utilizando-se algoritmos computacionais
avancados. Os resultados evidenciaram que seis peptideos, sendo trés da NS1
e trés da NS3, foram propostos como epitopos de células T. Em acréscimo, o
peptideo NS1 297 311 apresentou perfil de positividade alélica entre a
populacdo e o gene HLA-DRB1. Esses achados podem contribuir para o
desenvolvimento de intervencdes terapéuticas ou preventivas, como uma
vacina baseada em epitopos multiplos contra a dengue.

Palavras-chave: Dengue, Epitopos, Linfocitos T.
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ABSTRACT

Dengue is the most important mosquito-borne viral disease caused by one of
four serotypes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4). Infection by any of
the four serotypes may result from a clinical form with no symptoms to severe
clinical manifestations. The viral genome consists of RNA, which after
translation and processing, will result in ten proteins: three structural and seven
nonstructural (NS), which are involved in viral replication. Studies seek to
correlate with genetic factors host predisposing to resistance, susceptibility or
severity of dengue infection. The immune response of dengue patients (n = 72)
was analyzed ex vivo, using Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) of
patients from a cohort of dengue previously started at the Department of
Virology and Experimental Therapy (LaViTE/ CPgAM). This analysis was
performed by Enzyme Linked Immunospot (ELISPOT), using synthetic peptides
spanning the proteins NS1 and NS3 of DENV-3, to stimulate CD4+ and CD8+ T
cells. Immune responses were analyzed for association with clinical and
immunogenetic attributes, such as: clinical form, type of infection and the
Human Leukocyte Antigen (HLA) of the patient and their supertypes. The
identification of ex-vivo T-cell epitopes obtained experimentally was also
compared with theoretical predictions using advanced computational
algorithms. Our results showed that six peptides, three of NS1 and three of NS3
proteins, were proposed as T cell epitopes. In addition, the peptide
NS1 297 311 showed profile allele positivity among the population and HLA-
DRBL1 gene. These findings may contribute to the development of preventive or
therapeutic interventions, such as a multi-epitope-based vaccine against
dengue.

Keywords: Dengue; Epitope; T Lymphocyte.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos histéricos da dengue

E interessante observar as diversas denominagées utilizadas e registradas
relacionadas a doenca hoje denominada dengue. No final do século XVIII, a dengue
ficou conhecida como febre “quebra ossos” devido a forte dor que provocava nas
articulacdes. Além disso, podemos citar a expressao "urucubaca" utilizada em 1816,
durante um surto epidémico em S&o Paulo, por acreditarem ser esta uma obra de
mau olhado. No entanto, em Zanzibar, uma ilha africana, durante uma epidemia, em
1823, os nativos a denominaram "kidenga pepo", que significava pancada ou golpe
por maus espiritos. Desta hipotese veio o nome "dinga" ou "denga", sendo que este
ultimo talvez tenha sido levado atraves do trabalho escravo ao Novo Mundo, onde foi
chamado de "dandy fever" ou "the dandy" em Sanit Thomas, outra ilha caribenha,
durante epidemia em 1827 (CASEIRO et al., 2003).

Dessa maneira, a expressao dengue, segundo alguns autores, € de origem
hispanocaribenho (que quer dizer “melindre”, “manha”, referindo-se ao estado de
moleza e prostracdo em que fica o individuo contaminado), e tem sido utilizada
desde 1827 para identificar sindromes febris epidémicas, além de ser mundialmente
adotada, tanto para designar a doengca como 0s virus que a causam (BRASIL,
2010a; GUBLER, 1998). No entanto, € importante salientar que existem relatos de
sua sintomatologia e registros da doenca conhecida como “veneno d'agua’ na
enciclopédia médica chinesa no ano de 992 a.C., devido ao pensamento em se
associar insetos voadores e a agua (HOLMES; TWIDDY, 2003). Outra hipotese
correlacionada, é que o termo dengue tenha origem arabe, significando neste caso
“fraqueza” (CASEIRO et al., 2003).

No Brasil, as primeiras referéncias sobre a dengue datam de 1845, com o
registro de casos no Rio de Janeiro. No periodo de 1846-48, uma vasta epidemia foi
reportada no pais, ficando naquela ocasido conhecida como “polca” e “patuléia”.
Entre os anos de 1851-53, o Brasil experimentou uma nova epidemia de dengue, e,
em 1923, registros clinicos comprovaram a doenca na cidade de Niteroi, Rio de

Janeiro, 0 que ocasionou uma nova epidemia neste estado. Em 1942, a Conferéncia
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Sanitaria Pan Americana fez a primeira mencado de prevencdo e controle do
mosquito vetor, o Aedes aegypti, também relacionado a transmissdo do virus da
febre amarela, e que naquela ocasido, as autoridades sanitarias desenvolviam o
programa de controle e combate a esta doenca. Este programa obteve grande
sucesso, sendo consagrado, no ano de 1958, durante uma nova Conferéncia
Sanitaria Pan Americana, na qual certificou-se a erradicagdo deste vetor em varios
paises das Américas incluindo o Brasil (HOLMES; TWIDDY, 2003; SCHNEIDER,;
DROLL, 2001;). Entretanto, em 1976, devido ao crescimento urbano rapido e
desorganizado associado a descontinuidade de uma politica de programa de
combate a febre amarela, a reintroducdo e o estabelecimento do vetor foram
facilitadas em areas urbanas de varios estados brasileiros (SCHNEIDER; DROLL,
2001; SIQUEIRA et al., 2005).

No entanto, os primeiros casos de dengue confirmados laboratorialmente
ocorreram em Boa vista, Roraima, em 1981-82 com o isolamento dos sorotipos 1 e 4,
ficando porém, naquela ocasido, restritos a essa regido (OSANAI et al.,1983). Em
marco de 1986, ocorreu uma grande epidemia de dengue no Brasil, com uma
estimativa de mais de 2.000.000 de casos clinicos, iniciada no Rio de Janeiro e
associada a entrada do sorotipo 1. Neste mesmo ano, houve o primeiro registro de
uma doenca semelhante a forma clinica hemorragica e o achado de uma nova
espécie do mosquito vetor, o Aedes albopictus, em trés estados da federacdo. Em
1990, houve o primeiro relato do sorotipo 2 no Brasil, isolado no Rio de Janeiro,
ocasionando em 1990-1991 uma grande epidemia com formas hemorragicas neste
estado. Neste mesmo periodo, ocorreu uma epidemia no estado de Séo Paulo
ocasionada pelo sorotipo 1. Em 1993, no estado do Ceard, surtos epidémicos da
forma hemorragica foram notificados (NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR, 2007;
PASSOS et al., 2004; SCHNEIDER; DROLL, 2001).

Outros paises das Américas experimentavam varias epidemias e uma grande
propagacdo dos mosquitos vetores ao longo da década de 1990 com varios relatos
de casos graves da doenca. Assim, em 1997, a Organizacdo Pan Americana da
Saude adotou um plano hemisferial intitulado “Dengue e Febre Hemorragica da
Dengue nas Américas: um guia para prevencao e controle” que incluia dentre outros
objetivos, o fomento de centro de pesquisas, a implementacédo do plano e promocéao

de colaboracdes entre os varios paises das Americas, incluindo a vacinacéo contra a
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febre amarela em programas nacionais de imunizacdo (ORGANIZACAO
PANAMERICANA DA SAUDE, 2000).

A existéncia de uma populacdo susceptivel, o alto poder virulento e a elevada
densidade vetorial corroboraram para que em 2001-2002, o Brasil voltasse a
experimentar uma nova epidemia de dengue, desta vez atribuida a entrada do
sorotipo 3, isolado no Rio de Janeiro e disseminado em varios estados da federacao.
Naquela ocasido, mais de 390.000 casos com 670 da forma hemorragica da doenca
foram registrados, sendo destes, 40.000 casos registrados em Recife, capital do
estado de Pernambuco, com 138 apresentando a forma grave e 18 mortes
confirmadas por este sorotipo (PASSOS et al., 2004; NOGUEIRA; ARAUJO;
SCHATZMAYR, 2007).

Varios surtos epidémicos vém surgindo no Brasil no decorrer desta década de
2000. Um dos mais recentes, ocorreu em 2008, no estado do Rio de Janeiro,
atribuido aos sorotipos 2 e 3 com mais de 250.000 casos registrados.
Recentemente, em 30 de julho de 2010, o estado de Roraima confirmou a entrada
do sorotipo 4 em um caso autéctone de Boa Vista, capital do estado. Atée 18 de
agosto de 2010, trés casos foram confirmados e 9 se encontram em investigacéo
neste municipio, relacionados com este sorotipo viral (BRASIL, 2010a).

1.2 Distribuicéo epidemioldgica da doenca

A dengue é uma das principais arboviroses humana, sendo considerada um
grave problema de saude publica em varias regides do mundo, devido a sua rapida
expansdo epidemioldgica. A doenga pode ser causada por um dos quatro sorotipos
distintos do virus dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), pertencentes ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae, da qual estdo relacionados também, os virus
da febre amarela, das encefalites Japonesa, Saint Louis e Oeste do Nilo (BURKE;
MONATH, 2001; HALSTEAD, 1988; WEBSTER; FARRAR; ROWLAND-JONES,
2009). Até o resente momento, ndo existe ainda nenhuma vacina ou tratamento anti
viral especifico aprovado e em uso contra esta doenca.

Nas ultimas décadas, a prevaléncia global da dengue vem crescendo

significativamente, aumentando nos ultimos 50 anos em mais de 30 vezes, atingido
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novos paises, e, estimando-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas habitem em
areas de risco. Anualmente, ocorrem cerca de 50 a 100 milhdes de novos casos de
dengue, dos quais cerca de 500.000 sdo infeccbes graves (GUBLER, 2002;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009). Regides endémicas da dengue
compreendem mais de 100 paises da Africa, as Américas, o Leste do Mediterraneo,
0 Sudeste da Asia e o Oeste do Pacifico, sendo estas duas Gltimas seriamente
afetadas, atingindo cerca de 75% da carga da doenca no mundo. Surtos epidémicos
tém sido relatados frequentemente em varias regides do mundo, contribuindo com
um grande impacto na vida sécio econémica e na saude global (GUZMAN; KOURI,
2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008).

Nas Ameéricas, entre 2001 — 2007, mais de 30 paises notificaram um total de
4.332. 731 casos de dengue, com 106. 037 da forma grave da doenca, sendo 1,2%
destes casos fatais. Entre os paises do Cone Sul, neste mesmo periodo, 98,5% dos
casos registrados foram notificados pelo Brasil, com a circulacdo dos sorotipos
DENV-1, 2 e 3 (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE SAUDE, 2008).

Em todo o planeta, os relatos de casos de dengue mostram uma variacao
ciclica com anos de alta epidemia e anos ndo epidémicos. Frequentemente, a
dengue se apresenta como amplas epidemias. Contudo, também existe um carater
sazonal nesta doenca, onde os surtos epidémicos ocorrem em diferentes periodos
do ano. Esta sazonalidade é determinada pelos picos de transmissdo da doenca,
coincidindo com o verdo, em virtude da maior ocorréncia de precipitacdo e o
aumento da temperatura nesta estacao, fatores que favorecem a elevacédo da
densidade vetorial. Contudo, epidemias também podem ocorrer durante o periodo
seco, estando estas, relacionadas ou ndo com a presenca de alta infestacdo do
vetor. Aléem da populacdo vetorial, as caracteristicas do hospedeiro e do agente
etiolégico podem também influenciar esta sazonalidade (GUBLER, 1998;
HALSTEAD, 1997, ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

1.2.1 Epidemiologia no Brasil

No Brasil, conforme Portaria n°5/2006 do Ministério da Saude, a dengue é

uma doencga que compde a lista nacional de doencas e agravos de notificacao
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compulséria, devendo, pois, qualquer caso suspeito de dengue ser notificado,
investigado e classificado. Desde 1999, o pais dispde do Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (Sinan), uma rede informatizada de acompanhamento dos
casos incluidos pelos municipios, que retroalimentam os dados nacionais,
constituindo-se a fonte oficial dos casos (BRASIL, 2009).

Recentemente, o Ministério da Saude publicou um estudo sobre a série
historica dos casos da doenca no pais, que compreende o periodo de 1990 a 2009,
informando o numero de Obitos por dengue, 0 numero de casos incidentes e o
namero de casos em relagdo as formas clinicas da doenca por grandes regides e
unidades federadas (BRASIL, 2010b). Neste estudo, observa-se que a Regido
Nordeste, a segunda regido mais populosa, compreendendo 28% da populacéo
brasileira total, foi responsavel por 31,70% dos casos reportados de dengue no pais
para ano de 2009. Convém destacar, que para este mesmo ano, dos 2.251 casos da
forma hemorragica da doenca no pais, 696 foram nesta regido (BRASIL, 2010b).

Por convencado internacional, os agravos de notificacdo compulsoria sao
contabilizados em semanas epidemiolégicas (SE). Estas sdo contadas de domingo a
sdbado, sendo a primeira semana do ano aquela que contém o maior numero de
dias de janeiro e a Ultima a que contém o maior nimero de dias de dezembro. Em
2010, até a 172 semana epidemioldgica, a Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude registrou 737.756 casos notificados de dengue no Brasil, sendo
56.672 casos na Regidao Nordeste (BRASIL, 2010b). O estado de Pernambuco, o
segundo estado mais populoso desta regido (com cerca de 20% do total de
habitantes), registrou até a 382 SE, um total de 47.752 notificacdes distribuidas em
174 municipios. Isto representa um aumento de 581,39% dos casos notificados de
dengue em relacdo ao mesmo periodo de 2009, que notificou 7.008 casos,
confirmando 1.471 destes (PERNAMBUCO, 2010).

1.2.2 Transmissao vetorial

O virus da dengue € transmitido em um ciclo envolvendo humanos e
mosquitos do género Aedes (A= privativo, sem; edos=prazer). Assim, a distribuicdo

da doenca estd condicionada, dentre outros fatores, a propagacédo do seu mosquito
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vetor. O Ae. aegypti e o Ae. albopictus, presentes em areas tropicais e subtropicais
povoadas, principalmente nas Américas, Asia, Oceania, Africa e Austrélia, sdo os
principais vetores da infeccdo (CHEN et al., 1996). O Ae. aegypti é considerado o
principal vetor da doenca, por ser uma espécie predominantemente urbana. Sua
reproducao e propagacdo sao favorecidas pelo crescimento populacional, formacao
de centros urbanos com moradia e sistemas de armazenamento de agua doméstica
inadequados e pelo mau tratamento do esgoto e do lixo doméstico ( GUZMAN;
KOURI, 2004; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1997;). Contudo, migrag&o
populacional favorecida, sobretudo, por viajantes internacionais, dificuldades de
controle efetivo ao mosquito vetor e aspectos climaticos podem também contribuir

para a propagacao da doenca (HSIEH; CHEN, 2009).

1.2.3 Impacto socio-econémico na populagéo

Frequentemente, numerosas epidemias urbanas de dengue tém sido
relatadas contribuindo com um significativo impacto na saude e na vida social e
econbmica de varias regides mundiais (LUZ; GRINSZTEJN; GALVANI, 2009). O
namero estimado de anos de vida perdido em decorréncia da doenca no mundo
(DALYs — disability-adjusted life years), muitas vezes denominada carga da doenca,
foi de 528 em 2001 (CATTAND et al., 2006).

No Sudeste Asiatico, os dados sdo normalmente derivados de registros de
hospitalizacéo entre criancas. Neste caso, a carga é relativa a forma nao severa. Na
Tailandia, um dos paises endémicos desta regido, a meédia anual da carga da
doenca entre escolares foi de 465,3 DAYLs/milhdo, considerando pacientes sem
hospitalizagdo (ANDERSON et al., 2007).

Segundo Suaya et al. (2009), durante o periodo de 2005-2006, em um estudo
incluindo o Brasil, a média de um episodio de dengue representa a perda de 14,8
dias de qualidade de vida para pacientes ambulatoriais e 18,9 dias para pacientes
hospitalizados. O custo global de um caso ambulatorial ndo fatal € em média US$
514, enquanto o custo de um caso nao fatal hospitalizado é cerca de US$ 1491.
Considerando o numero de casos oficiais registrados no periodo de 2001-2005

(532.000 casos), o gasto total foi de US$ 440 milhdes. Vale salientar que € uma
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estimativa otimista se considerarmos as subnotificacdes e o0s gastos com o0s
programas de vigilancia epidemioldgica, de combate ao mosquito vetor e com a
infra-estrutura para o correto diagnéstico.

Assim, a dengue € uma doenca que impde um custo substancial nos setores
da saude, economia e social de uma regido. Se uma vacina ou um tratamento
especifico, seguro e eficaz estivessem disponiveis, a prevencdo da carga da doenca
e 0 ganho econdmico seriam substanciais para um pais ou regido, sobretudo,
endémica (PHUA; LEE, 2007).

1.3 Genoma viral

O DENV apresenta um genoma que consiste de um RNA, fita simples com
polaridade positiva, de aproximadamente 11 kb e que carece da cauda poli-A em
sua regido 3’-terminal. Apos traducdo, o RNA viral codifica uma poliproteina, que
apos clivagem origina trés proteinas estruturais - capsideo (C), pré-
membrana/membrana (prM/M) e envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais -
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. As proteinas estruturais estao
envolvidas na formacao do capsideo e montagem das particulas virais. As proteinas
nao estruturais estdo implicadas na replicacao eficiente do virus (CHAMBERS et al.,
1990).

Além disso, o DENV é particularmente notdvel devido a sua relevante
antigenicidade, que ocasiona sua distingdo em quatro sorotipos, 0s quais divergem
em aproximadamente 30% ao longo da poliproteina. Essa divergéncia denota uma
variabilidade genética, que filogeneticamente definem os subtipos (gendtipos) virais
dentro de cada sorotipo (HOLMES, 2007).

Estudos baseados em analises filogenéticas permitiram estimar as taxas e
datas da evolucdo do DENV. Essas analises revelaram taxas de substituicdo de ~
102 substituicBes por sitio, por ano, similarmente ao que ocorre com outros virus
RNA (JENKINS et al, 2002; TWIDDY et al., 2003). Essas taxas tém permitido inferir
sobre a origem viral, de seus sorotipos e de seus respectivos genétipos. Os
genadtipos diferem frequentemente em suas distribuicbes espaciais, alguns com

grande poder de propagacdo (cosmopolitas), indicando que o fluxo génico e a
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subdivisédo populacional sdo importantes na estruturacdo da diversidade no DENV
(HOLMES, 2007). Um exemplo disto é observado no DENV-2, onde dois subtipos
sdo aparentemente restritos ao Sudeste Asiatico, outro subtipo € encontrado nas
Américas e outro subtipo é encontrado em varias regibes sendo, portanto,
cosmopolita (TWIDDY et al., 2002).

Além disso, as andlises filogenéticas permitem ainda retratar que existem
subtipos que co-circulam em uma mesma localidade, ha outros que circulam em
localidades particulares por um amplo periodo (subtipos endémicos), outros ainda
que parecem se propagar rapidamente através de multiplas popula¢cfes (subtipos
epidémicos) e subtipos que atuam como “fonte” populacional (KLUNGTHONG et al.,
2004). Entretanto, essas diferencas genéticas sdo importantes, sobretudo, quando
0S genotipos estdo associados com os diferentes graus de viruléncia da cepa
(LEITMEYER et al., 1999), sugerindo que estas possuam habilidades de infeccao
em diferentes tipos celulares ou na severidade da doenca (DIAMOND et al., 2000;
VAUGHN et al., 2000).

Estruturalmente, em sobrenadantes de células infectadas, o DENV é
encontrado como uma particula madura ou imatura, com cerca de 50 nm e 60 nm de
didmetro, respectivamente. Ambas as particulas consiste de uma glicoproteina
externa e uma bicamada lipidica interna derivada do hospedeiro. Dentro desta
bicamada estd um core RNA-proteina consistindo de um genoma RNA e as
proteinas do capsideo. A glicoproteina consiste de 180 coOpias de uma proteina de
membrana e uma do envelope. Essas duas proteinas apresentam diferentes
conformacdes nas particulas virais imaturas ou maduras, o que lhes conferem
caracteristicas Unicas em ambas as particulas. No virion imaturo, as proteinas prM e
E formam 90 heterodimeros que se estendem como 60 trimeros pontiagudos
(spikes) na superficie da particula. No virion maduro, a proteina E € encontrada
como 90 homodimeros que repousam contra a superficie viral formando uma
proteina homogénea (Figura 1). O peptideo ‘pr' é clivado da prM durante a
maturacdo e a proteina M permanece na particula madura como uma proteina
transmembrana sob a proteina E (MODIS et al., 2003; 2004; ZHANG et al., 2004) .
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A B Cc D
Particula viral imatura Particula viral imatura Particula viral imatura Particula viral madura
néo infecciosa nao infecciosa nao infecciosa infecciosa

pH 7.0 pH 6.0 pH 6.0 pH 7.0

RE TGN TGN Extracelular

Figura 1. Estrutura da particula dengue e conformagfes da proteina E.
Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2004).

Essas alteragcbes morfologicas entre as particulas virais imatura e madura
ocorrem durante o transporte através da rede Trans-Golgi (TGN) e sdo dirigidas
predominantemente pelas mudancas conformacionais na proteina E. Essas
mudancas sdo desencadeadas pelo baixo pH (5,8 — 6,0) e ocorrem antes da
clivagem maturativa da prM por uma furina protease codificada pelo hospedeiro.
Apoés clivagem, o peptideo ‘pr' permanece associado com a proteina E até a
liberacdo da particula madura em pH neutro no meio extracelular (LI et al., 2008; YU
et al., 2008).

A proteina E fornece o primeiro ponto de contato entre a particula viral e a
célula hospedeira. Isso ocorre através de diferentes moléculas de carboidratos e
proteinas, que atuam como fatores de adeséo que facilitam a infec¢éo viral. Alguns
fatores celulares tém sido identificados como moléculas importantes para entrada do
virus dengue na célula hospedeira. Entre esses fatores de adesdo temos:
GRP78/BiP (JINDADAMRONGWECH; THEPPARIT; SMITH, 2004), proteina de
choque térmico 70 (HSP70), HSP90, heparansulfato (REYES-DEL VALLE et al.,
2005), proteinas ligantes de lipopolissacarideo/grupamento de diferenciacdo 14
(LPS/CD14) (MILLER et al., 2008) e a proteina ligante especifico da molécula-3 de
adesdao intercelular (ICAM-3), expressa em células dendriticas, denominada DC-
SIGN ou CD209 (TASSANEETRITHEP et al., 2003). E possivel que essas moléculas

possam funcionar como receptores celulares especificos para o virus. Contudo, se



Souza J. R. 31

faz necessario demonstrar que esses fatores promovam endocitose mediada por
clatrina da particula viral, para serem denominados receptores especificos para
DENV (PERERA; KUHN, 2008).

1.3.1 Proteinas nédo estruturais e a replicacao viral

As proteinas ndo estruturais do DENV apresentam diferentes funcgbes
enzimaticas importantes para a replicacdo da particula viral no interior da célula
hospedeira. A adesdo da particula viral a célula promove a fusdo da bicamada
lipidica viral com a membrana celular e a liberacdo do RNA viral no citoplasma
hospedeiro. O genoma viral serve como um RNAm, o qual pode ser traduzido pela
maquinaria celular, como uma Unica cadeia aberta de leitura, em uma poliproteina, a
qual é direcionada para o reticulo endoplasmatico (RE). Sequéncias sinalizadoras
dentro da poliproteina translocam a proteina NS1 e os ectodominios da prM e E para
dentro do lumen do RE. As proteinas NS2A/B e NS4A/B permanecem
predominantemente como proteinas transmembrana, enquanto as proteinas C, NS3
e NS5 localizam-se na porgéo citoplasmatica. (Figura 2). Eventos de clivagem por
proteases celulares e virais estdo envolvidos no processamento desta poliproteina,
que antecede a replicacdo do genoma viral (KUHN et al., 2002; PERERA; KUHN,
2008).
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RE

Citoplasma

NS5

A Sequéncia de ini

Sequéncia a Dominio Membrana NS2B/NS3 Sinalase Furina (RE) Desconhecida

) parada = b N ;

sinal transmembrana associada citoplasma RE (RE)
transfere (RE)

Figura 2. Diagrama esquematico da poliproteina do virus dengue.
Fonte: Adaptado de Perera e Kuhn (2008)

Legenda: pr — pré-membrana; M — membrana; E — envelope; NS — néo -estrutural

A proteina NS1 € uma glicoproteina de 46-50 kDa, encontrada na forma
expressa ha membrana celular (MNS1) das células infectadas ou secretada no meio
extracelular (sNS1), apresentando determinantes tipo-especifico (FALCONAR;
YOUNG, 1990; HENCHAL; HENCHAL; THAISOMBOONSUK, 1997). Inicialmente, a
NS1 é translocada para o lumen do RE, onde rapidamente forma dimeros, via
sequéncia sinalizadora hidrofobica codificada pela regido C-terminal da proteina E
(WINKLER et al., 1989).

Embora sua funcéo ndo esteja completamente elucidada, Lindenbach e Rice
(1997) mostraram que a proteina NS1 interage com a NS4A e parece estar
implicada na sintese precoce do RNA de dupla fita (dsRNA), uma forma
intermediaria do genoma viral, durante a replicacdo. Além disso, recentes estudos
tém demonstrado um papel imunomodulador da NS1 ao se ligar ao fator H da via
alternativa do sistema complemento, impossibilitando sua atuacdo no impedimento

da formacgéo da C3 convertase nas células hospedeiras (CHUNG et al., 2006b).
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Em acréscimo, a forma intermediaria dsRNA viral pode se ligar a receptores
semelhantes a Toll 3 (TLR-3) e ativar uma cascata de mediadores envolvidos com a
resposta imune inata anti-viral dependente de IFNs tipo | e citocinas pro-
inflamatorias. Neste aspecto, Wilson et al. (2008) demonstraram que a NS1
apresenta um papel inibitério na producéo da interleucina 6 (IL-6) via ativacdo TLR3
estudando um outro Flavivirus denominado virus do Oeste do Nilo (WNV). Além
disso, uma forma associada da NS1 com a regidao 5°terminal da NS2A parece estar
envolvida com o mecanismo de invasdo nervosa observada na Encefalite Japonesa
e com 0 WNV (FIRTH; ATKINS, 2009; MELIAN et al., 2010).

Em sua forma sollvel, a NS1 pode se acumular no meio extracelular e formar
hexameros. Primariamente, a sSNS1 foi caracterizada como um antigeno de fixacao
do complemento presente no soro e tecidos de animais infectados (BRANDT et al.,
1970) e induzindo uma forte resposta imune humoral (FALGOUT et al., 1990). A
presenca de anticorpos no soro anti-NS1 também tem sido associada com a
severidade da doenca dengue (SHU et al.,, 2000). Nesse sentido, estudos
relacionados com uma autoimunidade transitoria durante a evolucédo da dengue, tém
demonstrado que anticorpos anti-NS1 podem reagir cruzadamente contra células
hepéticas, plaquetas e células endoteliais. (CHANG et al., 2002; LIN et al., 2003;
OISHI et al., 2003; SUN et al., 2007). Recentemente, a SNS1 tem se apresentado
como uma valiosa ferramenta diagnodstica, sendo considerado um antigeno de
deteccdo precoce, presente no soro dos pacientes infectados pelo DENV logo no
primeiro dia dos sintomas clinicos (XU et al., 2006).

A proteina NS3 tem cerca de 70 kDa, constituida por 618 aminoacidos, e
apresenta trés diferentes fungdes enzimaticas relevantes na replicacdo viral. A
funcdo de serina-protease, realizada pelo dominio NS3 pro, contém 180
aminoacidos na porcdo N-terminal, e em associacdo com o0 seu co-fator NS2B,
prover o processamento da poliproteina. A porcdo hidrofilica da proteina NS2B,
contendo os residuos 49-95, é requerida para forma ativa da NS3. Na auséncia
deste co-fator, a NS3 tende a formar agregados que a tornam inativa na sua funcao
de protease (ASSENBERG et al., 2009). A NS3 apresenta ainda uma atividade de
helicase/NTPase, envolvida no desenrolar da forma intermediaria dsRNA (XU et al.,
2006).

Recentemente, Chernov et al. (2008), em um estudo envolvendo a NS3 do

WNV, demonstraram que esta proteina poderia promover o desenrolar tanto do
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dsRNA quanto do DNA. Entretanto, quando associado ao co-fator NS2B, apenas o
dsRNA € utilizado como substrato em sua funcdo de helicase/protease.
Experimentos realizados com o virus da febre amarela sugerem que a NS3 participa
da montagem da particula viral (PATKAR; KUHN, 2008). Uma terceira
funcionalidade atribuida a NS3 é a de RNA trifosfatase, necessaria para estimular a
funcdo RNA guaniltransferase da proteina NS5, que conjuntamente contribuem para
formacao da estrutura do cap metilado de um RNA nascente (ISSUR et al., 2009).

A proteina NS5 € a maior e mais conservada entre os Flavivirus consistindo
de 900 residuos de aminoéacidos, com 104 kDa. Seu dominio N-terminal, residuos
1-296, apresenta atividade metiltransferase (MTase), enquanto a por¢ao C-terminal,
320-900 residuos, € uma RNA polimerase RNA dependente (RdRp). Sua atividade
MTase catalisa a adicdo de uma guanina N-7 e um radical metil no 2°da ribose,
denominado de revestimento ou cap: 7-metilguanosina. Este revestimento é
adicionado a extremidade 5° do RNAm e parece desenvolver uma acgdo protetora
contra a acao de degradacéao por nucleases (DAVIDSON et al. 2009).

O dominio polimerase da NS5 (NS5 pol) uma vez sintetizado e liberado da
poliproteina precursora, inicia a transcricdo do RNA viral, formando uma fita de RNA
negativa (3" - 5") complementar ao genoma positivo do DENV. Posteriormente, esta
fita € novamente utilizada para transcrever a fita positiva do RNA (5"- 3"). Um dsRNA
intermediario € entdo formado durante este processo, devendo ser separado em
suas fitas simples com a finalidade de serem acessadas pela NS5 pol. A replicacéo
viral ocorre no RE e em vesiculas intracelulares derivadas do Complexo de Golgi
(CG) onde o dsRNA é concentrado. A montagem da particula viral ocorre na
superficie do RE onde as proteinas estruturais e 0 RNA recém sintetizado reanem-
se, sdo empacotados e direcionados ao CG para maturagcdo da particula.
Posteriormente, a particula madura é liberada para o meio extracelular por meio de
vesiculas exociticas (PASTORINO et al., 2010).

As proteinas NS2A (22 kDa), NS4A (16 kDa) e NS4B (27 kDa) parecem estar
implicadas no complexo protéico envolvido na replicacdo do DENV, atuando como
proteinas integrantes de membrana, que parecem induzir alteracfes importantes na
membrana do RE que contribuem para replicacdo viral. Contudo, suas fungbes
particulares ainda nao foram bem elucidadas (PERERA; KUHN, 2008).
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1.4 Fatores do hospedeiro

A maioria das infeccbes pelo DENV apresenta-se assintomatica ou causa
uma doenca febril auto-limitada. Contudo, algumas infec¢des desenvolvem-se com
grande severidade e podem ser fatais se ndo tratadas prontamente e eficientemente.
Fatores do hospedeiro como idade, status nutricional, polimorfismos genéticos e
prévia imunidade celular parecem contribuir para o desfecho das infeccbes pelo
DENV (STEPHENS, 2010).

Entre os polimorfismos genéticos, podemos encontrar diferencas na
severidade da doenca em nivel individual ou populacional. Aparentemente, na
populacao haitiana, onde ha registros de grande hiperendemicidade na transmissao
dos diferentes sorotipos do DENV, néo ha relatos de doenca severa (HALSTEAD et
al., 2001). Outro aspecto, é que individuos de etnia negra sdo menos freqientes no
desenvolvimento de manifestacfes severas da doenca que individuos de etnia
branca (KOURI et al., 1998).

Entre os principais fatores do hospedeiro associados com a severidade da
infeccdo pelo DENV merecem destaque o0s polirmorfismos do CD209
(SAKUNTABHAI et al., 2005), TNF-a308A (FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004), do
receptor da vitamina D e do receptor da Fcy (LOKE et al., 2002), CTLA-4 e TGF-3
(CHEN et al.,, 2009). A deficiéncia da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase -
G6PD- (CHAO et al.,, 2008) e do gene da lectina ligadora de manose — MBL2 —
(ACIOLI-SANTOS et al., 2008), das proteinas transportadoras associadas ao
antigeno — TAP - e de antigenos de plaquetas humanas — HPA (SOUNDRAVALLY;
HOTI., 2007).

1.4.1 Antigenos Leucocitarios Humanos - HLA

Outras variantes genéticas que podem contribuir para o fenétipo protetor ou
de maior susceptibilidade as formas severas da dengue encontram-se
compreendidas dentro do complexo de histocompatibilidade principal (MHC),

localizado no braco curto do cromossomo 6, na regido 6p21.3, englobando mais de
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4 Mb de DNA, com mais de 220 genes. O locus foi identificado e nomeado pelo seu
papel na rejeicdo de tecidos nos transplantes alogénicos e pelo seu envolvimento
nas respostas imunoldgicas. Primariamente identificado nos globulos brancos
sanguineos, em humanos o MHC €& também denominado antigeno leucocitario
humano (HLA). Esses genes séo classificados em trés regides principais: classe I, Il
e lll. Os genes de classe Il codificam proteinas de diversas func¢des, destacando-se
entre essas os fatores do sistema complemento (C2, C4 e Fator B) e citocinas como
o fator de necrose tumoral. (RHODES; TROWSDALE, 1999).

Os genes HLA de classe | e Il participam na indugédo da resposta imune
adaptativa por apresentar peptideos antigénicos aos linfocitos T CD8" e CD4",
respectivamente, desencadeando sinalizacdo intracelular e ativando funcbes
efetoras das células T (EREN; TRAVERS, 2000). Essas fungdes particulares
determinam como a infec¢do pode ser eliminada e a resposta imune ineficiente ou
inapropriada pode resultar em imunodeficiéncia, imunopatologia ou autoimunidade
(STONE et al., 2005).

Devido ao intenso polimorfismo genético e as diferentes técnicas utilizadas
em sua identificagdo, uma nomenclatura internacional para esses alelos foi
recentemente padronizada pelo Comité de Nomenclatura dos Fatores do Sistema
HLA da Organizagdo Mundial de Saude em abril de 2010. Desta forma, cada alelo
HLA possui um codigo Unico, que pode conter até quatro grupos numericos
separados por colunas, podendo conter uma letra adicional que indica o status de
expressdo (Figura 3). Assim temos: “N” — alelos nulos; “L” — baixa expressao na
superficie; “S” — alelo que codifica uma proteina secretada; “C” — indica alelo de
expressao citoplasmatica; “A” — alelo de expressdo aberrante; “Q” — expressao
questionavel (quando uma mutacao parece afetar os niveis de expressao protéica).
O separador “*” indica que a tipagem foi por métodos moleculares; quando este esta
ausente, a identificacdo foi realizada por técnicas soroldgicas (INTERNATIONAL
IMMUNOGENETICS/HUMAN LEUCOCYTE ANTIGEN, 2010). No entanto, convém
mencionar que as tipagens atuais tém sido expressas ainda com dois digitos (por ex:
HLA-A*02, quando a técnica € de baixa resolucdo) e quatro digitos (por ex: HLA-
A*0201, quando o método € de alta resolucdo), uma vez que, os laboratérios

possuem dois anos para se adequarem a nova nomenclatura.
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Hifen usado para separar o Sufixo usado para denotar
nome do gene do prefixo HLA mudangas de expressdo

Separado .| Separador de campo

HLA-A*02:101:01:02N

Gene

Prefixo Campo 4: usado para mostrar

diferengas na regido ndo

Campo 1: grupo alélico codificante

Campo 2: proteina HLA especifica

Campo 3: usado para mostrar uma substituicdo
sinonimia dentro da regido codificante

Figura 3. Representacao esquematica da nova nomenclatura para os alelos HLA.
Fonte: International Immunogenetics/Human Leucocyte Antigen (2010)

A regido HLA de classe | situa-se telomericamente em relacdo as classes Il e
[l e ocupa um segmento de 1600 kb. Os genes de classe | codificam para as
moléculas classicas HLA-A, HLA-B, HLA-C e para as moléculas nao classicas HLA-
E, HLA-F, HLA-G, dentre outras. Estruturalmente, as moléculas HLA de classe |
consistem em complexos trimoleculares constituidos por uma cadeia pesada — alfa
(a) -, uma cadeia leve — beta2 -microglobulina (32m) - e o peptideo antigénico
apresentado. A cadeia alfa possui cinco dominios: al, a2, a3, dominio
transmembranar e dominio intracitoplasmatico (Figura 4). A cadeia 2m é codificada
por um gene localizado no cromossomo 15, e, portanto, ndo faz parte do complexo
génico MHC. Os dominios al e a2 formam a fenda de ligacdo aos peptideos
antigénicos, que em geral, possuem entre oito a onze aminoacidos. O dominio a3 é
invariavel e constitui o local de interacdo com a molécula CD8" da célula T. As
moléculas HLA de classe | sdo expressas em todas as células nucleadas, com um
padrao de expressdo dependente do tecido (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2007,
KLEIN; SATO, 2000).
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Figura 4. Representacao esquematica das estruturas das moléculas HLA.
Fonte: Adaptado de Klein e Sato (2000).

A regido HLA de classe Il € mais centromérica e compreende cerca de 900
kb. E dividida em trés subregides: HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, sendo os respectivos
alelos constituidos por cadeias a (al e a2), cadeias B (Bl e B2), regido
transmembranar e cauda citoplasmatica (Figura 4). Os dominios al e 1 formam o
sulco de ligacdo ao peptideo, que em geral contém entre dez e trinta amino&cidos. O
dominio B2, ndo polimorfico, interage com o marcador CD4" na superficie do linfocito
T. As moléculas HLA de classe Il sdo expressas nas células apresentadoras de
antigenos, as quais compreendem os linfocitos B, as células dendriticas, os
monadcitos/macréfagos e as células epiteliais timicas (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2007).

Nas moléculas HLA, o sulco ou fenda de ligacdo ao peptideo esta estruturado
em varias subcavidades denominadas pockets; estes variam na sua constituicdo
aminoacidica, o que lhes confere especificidade na ligacdo a diferentes peptideos.
As cadeias laterais dos antigenos protéicos interagem nesses pockets ancorando o
peptideo na fenda da molécula HLA. Esses aminoacidos que interagem com a fenda
sdo denominados de residuos de ancoragem (Figura 5). A fenda das moléculas HLA

de classe | sdo mais fechadas e delimitadas e os pockets A e F correspondem as
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subcavidades de ligagdo dos aminoacidos terminais do peptideo (KLEIN; SATO,
2000).

r

 ——
X X
s SECCUNE

Figura 5. Interacd@o entre os pockets de uma molécula HLA e os residuos peptidicos.
Os residuos ancoras (R=Arginina; K=Lisina) estdo destacados em amarelo.
Fonte: Adaptado de Klein e Sato (2000)

No entanto, a fenda das moléculas HLA de classe Il é mais aberta pelo fato
de ser constituida por duas cadeias. Isto implica em uma maior flexibilidade para o
tamanho do peptideo, além do fato dos residuos terminais do peptideo ndo estarem
interagindo com a fenda (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2007). Os peptideos séo
estruturas bioquimicas pequenas, constituidos por residuos aminoacidicos. Assim, é
comum a denominacéo oligdbmero para representar uma estrutura pequena como um
peptideo e o sufixo mer apés um valor numérico para indicar uma unidade de
repeticdo, que neste caso trata-se do numero de aminoacidos na molécula
(KANGUEANE; SAKHARKAR, 2007).

As moléculas MHC humanas sdo extremamente polimérficas. Contudo,
estudos baseados em caracteristicas fisico-quimicas dos seus peptideos ligantes
podem favorecer o agrupamento dessas moléculas. Assim, embora as cadeias
laterais carregadas positivamente ou negativamente possam influenciar na
capacidade de ligacdo do peptideo com a molécula HLA, tipicamente, as moléculas
HLA de classe | possuem como energia principal de ligagéo, a interacdo do residuo
na posicao 2 (P2) e o residuo C-terminal (C-t) do peptideo com os pockets B e F da

molécula MHC, respectivamente. A especificidade quimica das cadeias laterais do
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peptideo com sitios especificos na molécula HLA é denominada motivo ligante
(FALK et al., 1991; RAMMENSEE, 1995; SIDNEY et al., 2008). Desta forma, essas
moléculas HLA de classe | podem ser agrupadas em supertipos, 0S quais
representam grupos de moléculas MHC que compartilham especificidade de ligacao
entre uma ampla quantidade de peptideos. Cada supertipo pode ser descrito por um
supermotivo que reflete amplamente um motivo ancora principal reconhecido por
moléculas MHC dentro do supertipo correspondente (SETTE; SIDNEY, 1999). O
quadro 1 apresenta a funcionalidade fisico-quimica das cadeias laterais dos

peptideos.

Especificidade do pocket Residuos de aminoacidos associado
Acido DE
Alifatico LIVMQ
Aromatico FWY
Aromatico e Alifatico FWYLIVMQ
Aromatico e Basico YRK
Aromatico e hidrofébico com cadeia longa FWYLIM
Basico RHK
Hidrofébico LIVMFWYA
Hidrofébico com cadeia longa FLIM
Prolina P
Cadeia lateral curta AST
Cadeia lateral curta e alifatico ATSVLIMQ
Hidrofobico com cadeia lateral curta AV
Cadeia curta, alifatico e aromatico ASTVLIMQFWY

Quadro 1. Funcionalidade fisico-quimica das cadeias laterais dos peptideos

Fonte: Adaptado de Sidney et al. (2008)

Nota: D=aspartato; E=glutamato; R=arginina; K=lisina; H=histidina; Q=glutamina;
N=asparagina; T=treonina; S=serina; W=triptofano; Y=tirosina; F=fenilalanina; C=cisteina;
P=prolina; M=metionina; I=isoleucina; L=leucina; V=valina; A=alanina; G=glicina.

Com base nessas observacoes, Sette e Sidney (1998; 1999) classificaram as
moléculas HLA de classe | em nove supertipos: A01, A02, A03, A24, BO7, B27, B44,
B58 e B62. Recentemente, Sidney et al. (2008) realizaram uma atualizac&o do grupo
de moléculas HLA por supertipos e reconheceram alguns alelos que possuiam suas
especificidades em ambos os supertipos AO1 e A03, outros alelos em ambos os
supertipos A0l e A24 e alelos que compartiihavam sequéncias e similaridades
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soroldgicas antigénicas, os quais foram primariamente chamados B08. No entanto,
este Ultimo demonstra muitas similaridades com o grupo B07 e ainda ha duvidas se
este constitui um novo supertipo. O quadro 2 relne as principais caracteristicas
destes supertipos com base na especificidade quimica dos aminoacidos ligantes nos

pockets B e F das moléculas HLA.

Supertinos Especificidade para o aminoacido Especificidade para o aminoacido
pertip ligante do pocket B ligante do pocket F
Hidrofébico com cadeia lateral curta e Aromatico e com cadeia hidrofobica
AO01 alifatico grande
AOL AO3 Hidrofébico com pgdela lateral curta e Aromatico e Basico
alifatico
Hidrofébico com cadeia lateral curta, Aromatico e Hidrofébico com cadeia
A01 A24 g o
alifatico e aromatico lateral longa
A02 Hidrofébico com cadeia lateral curta e Alifatico e Hidrofébico com cadeia
alifatico lateral curta
AO3 Hidrofébico com _cc',;lo_lela lateral curta e BASICO
alifatico
A24 Aromatico e alifatico Aromatico, alifatico e hidrofébico
BO7 Prolina Aromatico, alifatico e hidrofébico
B0O8 Nao definido Aromatico, alifatico e hidrofébico
B27 BASICO Aromauco_, ahfa}tpo, basico e
hidrofébico
B44 Acido Aromatico, alifatico e hidrofébico
B58 Cadeia lateral curta Aromatico, alifatico e hidrofébico
B62 Alifatico Aromatico, alifatico e hidrofébico

Quadro 2.Descricdo das especificidades dos supertipos HLA de classe | (A e B)
Fonte: Adaptado de Sidney et al. (2008)

Estudos de associacao entre os alelos HLA e os tipos de infec¢bes da dengue
vém sendo correlacionados com a gravidade da doenca e o sorotipo de infectividade
viral visando a caracterizacdo dos alelos mais frequientemente encontrados em
populacdes infectadas e determinando o grau de resisténcia ou suscetibilidade a
infeccdo (LA FLEUR et al., 2002; LAN et al., 2008; LOKE et al., 2002; POLIZEL et
al., 2004; SIERRA et al., 2007; STEPHENS et al., 2002; STEPHENS, 2010;
VEJBAEYSA et al., 2009; ZIVNA et al., 2002).
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1.5 Aspectos clinicos e laboratoriais da dengue

1.5.1 Diagnostico clinico

A infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos do dengue pode provocar
uma variedade de sindromes clinicas variando desde uma infeccéo indiferenciada a
uma doenca aguda febril auto limitada (dengue classica - DC), ou ainda, uma
doenca grave com aumento de permeabilidade capilar (febre hemorragica da
dengue - FHD) e choque (sindrome do choque da dengue - SCD). Esta classificacéo
€ baseada nos critérios da Organizagdo Mundial da Saude de 1999
(ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 1999).

Nesta classificacdo, a DC inicia abruptamente apos 3 a 15 dias de incubacéo,
e é caracterizada por febre alta com dois ou mais dos seguintes sintomas: cefaléia,
dor retro-orbital, mialgia e artralgia. Podem estar presentes exantema maculopapular
com ou sem prurido, ndusea, vémitos, anorexia, fenbmenos hemorragicos e sinais
de prostracdo, fadiga e depressao. Laboratorialmente podem ocorrer leucopenia e
trombocitopenia sem evidéncias de extravasamento de plasma (ENDY et al., 2002;
GUZMAN; KOURI, 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1999; RIGAU-
PEREZ et al., 2002; TSAl et al., 1991).

Ainda segundo esta classificacdo, as formas clinicas severas da infeccéo
compreendem a FHD e a SCD. As caracteristicas principais dessas formas
compreendem febre, episddios hemorragicos (com pelo menos um dos seguintes
critérios: teste do torniquete positivo; petéquias, equimoses ou puarpura;
sangramentos de mucosa, no trato gastrointestinal, em sitios de injecdes),
extravasamento de plasma (devido ao aumento da permeabilidade vascular) e
trombocitopenia  (£100.000 mm?®. As diateses hemorragicas ocasionam
hemoconcentracdo (hematdécrito = 20% do valor referencial), hipotensédo arterial,
hipodxia tissular, acidose lactica, insuficiéncia circulatéria, cianose periférica e choque
hipovolémico (DEUBEL et al.,, 1997; GUZMAN; KOURI, 2002; MONATH, 1994).
Frequentemente ocorre hipoproteinemia com diminuicdo das proteinas do sistema
complemento (principalmente C3) e aumento das transaminases hepaticas. Em

geral, a FHD apresenta uma taxa de mortalidade entre 1 a 10% dos casos,
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requerendo hospitalizacdo com um cuidadoso controle hemodinamico (GUZMAN,;
KOURI, 2002).

A FHD é subclassificada em quatro graus dependendo da gravidade da
sintomatologia apresentada. No Grau I, ttm-se 0s sintomas apresentados pela forma
classica acrescido do teste do torniquete positivo. Trombocitopenia < 100.000/mm? e
hematdcito = 20% do valor referencial sdo achados laboratoriais presentes. O grau |l
apresenta todos os achados do grau | mais episodios de sangramento espontaneos.
No grau lll, falhas no sistema circulatorio com pulso fraco, hipotensdo e agitacao
estdo presentes. O grau IV é marcado por profundo choque com pulsacéo e presséo
arterial quase que indetectaveis. A sindrome do choque da dengue compreende o0s
graus Il e IV da FHD (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1999).

Contudo, mudancas na epidemiologia da dengue somadas a dificuldade em
se aplicar na prética clinica os critérios de classificacdo da OMS, aliado ao fato da
existéncia de casos de dengue severa, 0s quais hao preenchiam completamente os
critérios pressupostos da FHD, levaram a uma reconsideracdo na classificacdo dos
casos de dengue (BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006; DEEN et al., 2006;
RIGAU-PEREZ, 2006). Assim, recentemente, a OMS publicou uma nova diretriz para
0 gerenciamento e manejo clinico da dengue sugerindo um novo sistema de
classificacdo para a doenca. Neste sistema, 0s casos de dengue séo classificados
em dengue nao-complicada (ou ndo grave) e dengue grave. No entanto, o grupo de
dengue ndo grave pode ser separado em pacientes com sinais de alerta e pacientes
sem sinais de alerta (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

S&o considerados sinais de alerta: dor ou sensibilidade abdominal, vomito
persistente, acumulacdo clinica de liquido, sangramento de mucosa, letargia,
agitacdo, aumento do figado > 2 cm, aumento do hematécrito com simultanea e
rapida diminuicdo de plaquetas. Estes sinais demandam uma estrita observacéo e
intervencdo meédica. Contudo, convém mencionar que, pacientes sem sinais de
alerta podem desenvolver a forma grave da dengue (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2009).

De acordo com o novo sistema de classificacdo da OMS, sdo casos suspeitos
de dengue: residir ou viajar para area endémica de dengue; apresentar febre com
dois dos seguintes critérios: nausea, vomito, exantema, dores agudas e continuas,

teste do torniquete positivo, leucopenia ou qualquer sinal de alerta. A confirmacéao
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laboratorial € de fundamental relevancia, sobretudo, quando nenhum sinal de
extravasamento de plasma é visualizado..

Assim, esta nova classificacdo demanda um rigoroso controle clinico. Para
isso, diante do inicio abrupto da febre, considerado classicamente como o primeiro
dia de doenca, trés fases clinicas podem ser observadas: febril, critica e de
recuperacdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009).

A fase febril desenvolve-se com uma febre alta (40°C) de inicio insidioso, que
pode durar entre 2-7 dias, frequentemente acompanhada de rubor facial, eritema,
dores em todo o corpo, mialgia, artralgia e cefaléia. S&o comuns a presenca de
vomito, nausea e anorexia. Alguns pacientes desenvolvem conjuntivite, dor de
garganta, faringite. Pequenas manifestacbes hemorragicas como petéquias e
sangramento nasal e gengival podem acontecer. Aumento do figado, sangramento
gastrointestinal e hemorragia vaginal (em mulheres férteis) tém sido relatados.
Laboratorialmente, podem ser observada uma leucopenia progressiva
(NIMMANNITYA, 1987; RIGAU-PEREZ et al., 1998).

A fase critica é marcada pela defervescéncia, ou seja, queda da temperatura
para 37,5 — 38 °C ou menor, permanecendo abaixo deste nivel entre 3-7 dias da
doenca. Pode ocorrer aumento da permeabilidade capilar com elevagcdo do
hematdcrito (Ht), sendo as ultimas 24-48 horas de extrema relevancia clinica para o
grau de extravasamento de plasma ocorrido. A leucopenia aparece acompanhada
de trombocitopenia que usualmente precede o extravasamento de plasma. Alguns
pacientes evoluem sem este aumento de permeabilidade capilar. Contudo, efuséo
pleural e ascite podem ser detectados dependendo do grau do extravasamento de
plasma e da terapia de fluidos administrada. Isto pode ocasionar uma angustia
respiratOria e insuficiéncia cardiaca congestiva. Esses sinais podem ser elucidados
diante de exames de raio x de tdérax, ultrassonografia abdominal e avaliacdo
cardiaca (NIMMANNITYA, 1987, ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

Alguns pacientes melhoram apds o periodo de defervescéncia sendo
classificados em dengue néo grave. Outros pacientes apresentam esta fase critica
com extravasamento de plasma sem defervescéncia, e ha ainda aqueles que
manifestam os sinais de alerta e evoluem para dengue grave. Apds 24-48 horas na
fase critica, o paciente entra na fase de recuperacdo nas 48-72 horas seguintes.
Observam-se neste periodo a diminuicdo dos sintomas gastrointestinais,

recuperacdo do apetite, estabilizagdo hemodinadmica com bem estar geral, presenca
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do exantema com ou sem prurido, mudancas no eletrocardiograma e bradicardia,
normalizagdo do hematocrito e no total de leucécitos (NIMMANNITYA, 1987,
SRICHAIKUL; NIMMANNITYA, 2000).

Quando ha um severo extravasamento de plasma, o choque pode ocorrer.
Este achado é precedido pelos sinais de alerta e a temperatura do corpo pode estar
subnormal. Este extravasamento severo induz ao choque e acumulo de fluido com
angustia respiratoria; a hipoperfusdo, que ocasiona acidose metabdlica e o
comprometimento de 0Orgdos, como 0 sistema nervoso central (alteracdo de
consciéncia, encefalite), o figado (hepatite com elevacdo das transaminases = 1000
mg/dl), o coracdo (miocardite), dentre outros; e a severa hemorragia ocasionada
pela coagulacdo intravascular disseminada. A pressao arterial diastolica aumenta
em direcdo a pressao sistolica e a diferenca da pressao de pulsacdo diminui (< 20
mm Hg) como o aumento de resisténcia vascular periférica. Segue-se com uma
descompensacéo de pressao, que no choque prolongado causa intensa hipotenséo
e hipoxia que podem ocasionar faléncia multipla em varios 6rgdos e a grande
hemorragia. Neste periodo pode haver elevacdo dos leucécitos em vez de
leucopenia. Este quadro caracteriza a dengue grave (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2009; SRIKIATKHACHORN et al., 2007).

Este novo modelo de classificagdo tem sido sugerido por um grupo de
especialistas com base em estudos multicéntricos de pesquisas em doencas
tropicais (TDR, tropical disease research), proposto em Génova, Suica, 2008, e esta
atualmente sendo testado em 18 paises, comparando-se seu desempenho na
pratica clinica. Contudo, convém mencionar que, atualmente, a classificacdo DC,
FHD e SCD continua sendo amplamente utilizada (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2009).

1.5.2 Diagnostico laboratorial

A reducao da taxa de mortalidade por dengue requer um bom gerenciamento
e o correto manejo clinico dos pacientes, sobretudo, acometidos pela forma grave da
doenca. O reconhecimento e a confirmacdo dos casos suspeitos se fazem

necessarios para o monitoramento clinico ideal, o diagndstico diferencial entre
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outras doencas febris e exantematicas, pesquisas cientificas, desenvolvimento de
vacinas e drogas anti-virais especificas, vigilancia epidemioldgica e vetorial, controle
de epidemias e da patogénese da doenca (WHITEHORN; FARRAR, 2010). Assim, a
acuracia e a eficiéncia no diagnostico diferencial da dengue sdo fundamentais para
conducdo dos casos suspeitos.

Neste aspecto, o diagnéstico laboratorial especifico para confirmacdo da
doenca, pode ser feito por técnicas sorolégicas para pesquisa de antigenos ou
anticorpos contra o virus, pela deteccdo do acido nucléico viral ou pela deteccéo das
particulas virais em amostras clinicas. Entretanto, a acuracia dessas metodologias é
influenciada pelo periodo ou estagio da doenca em que se encontra 0 paciente (0
tempo de coleta da amostra), pela infraestrutura laboratorial, pela equipe técnica
envolvida e pela disponibilidade de recursos financeiros (DE SOUZA et al., 2007).

Nos estagios precoces da doenca, o isolamento viral, a deteccdo de seu acido
nucléico ou de seus antigenos podem ser utilizados como diagnéstico da infeccéo
pelo DENV. Ja ao final da fase aguda, a sorologia para deteccdo de anticorpos &
utilizada como método de escolha.

As particulas virais podem ser detectadas em amostras clinicas como soro,
plasma, células mononucleares do sangue periférico e outros tecidos em uma
autopsia (como figado, timo, pulmao, linfonodos, medula 6ssea) por até o 4°-5° dia
de doenca (periodo de viremia). Devido a termossensibilidade dos virus, as
amostras devem ser mantidas sob refrigeracdo (processamento em até 24h) ou
congeladas -70°C ou em nitrogénio liquido (por longos periodos) antes de sua
utilizacao (SHU; HUANG, 2004).

No isolamento viral, as amostras sdo inoculadas em cultura de células C6/36
(linhagem do Ae. albopictus) ou células AP61 (linhagem de Ae. pseudoscutellaris)
que nado sofrem efeito citopético viral. Assim, o antigeno viral € detectado por uma
imunofluorescéncia direta (IFD) utilizando um anticorpo anti-Flavivirus, seguida por
uma imunofluorescéncia indireta sorotipo-especifica, quando ha positividade na IFD.
Contudo, o diagnostico final é emitido entre 1-2 semanas e dependente do dia da
coleta, do processamento da amostra, da infraestrutura laboratorial para cultura
celular e microscopia de fluorescéncia, além de uma equipe técnica especializada
(DE SOUZA et al., 2007; IGARASHI et al., 1978).

No periodo de viremia também pode ser feita a pesquisa do acido nucléico

viral através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase pela transcriptase
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reversa (RT-PCR). Neste caso, 0 acido nucléico da amostra é extraido e purificado,
normalmente em métodos de separacgdo de fase liquida (como formol e cloroférmio)
ou em kits comerciais baseados em silica (beads ou coluna). A seguir, ocorre sua
amplificacdo, com conseguinte deteccao do produto amplificado por eletroforese em
gel de agarose. Um protocolo universal desenvolvido por Lanciotti et al. (1992) e
recomendado pela Organizagdo Pan-Americana da Saude, permite detectar os
quatro sorotipos do DENV em um ensaio do tipo nested-PCR (ORGANIZACAO
PANAMERICANA DE SAUDE, 2000). Neste ensaio, no primeiro ciclo, utiliza-se
iniciadores de uma sequéncia consenso localizada nos genes do capsideo e pré-
membrana, amplificando um fragmento de 511 pb. Este produto é utilizado numa
segunda etapa utilizando-se os iniciadores especificos que permitem a identificacédo
do sorotipo através da formacéo de produtos de DNA com tamanhos diferentes. Esta
técnica é 80% a 100% mais sensivel que o isolamento viral e leva cerca de 1-2 dias
para emisséo do laudo (LANCIOTTI et al., 1992).

A quantificacdo do RNA viral também pode ser medida em tempo real (RT-
PCR em tempo real) utilizando-se iniciadores especificos e sondas marcadas com
fluorocromos (TagMan) que permitem a deteccdo dos produtos da PCR em cada
ciclo, sem a necessidade de uma eletroforese (KONG et al., 2006).

Nos anos 1990, ensaios baseados na deteccao da glicoproteina viral NS1 tém
sido avaliados e utilizados em triagem de casos suspeitos de dengue. A NS1 é
secretada e encontrada precocemente no soro de individuos infectados por
Flavivirus, circulando em média até o 6° dia da doenca. Recentemente tem sido
introduzida como teste imunocromatografico ou imunoensaiosenzimaticos para o
diagnoéstico da dengue, demandando cerca de algumas horas ou um dia para a
liberacdo do resultado do teste (HANG et al., 2009)

A infeccdo pelo DENV ocasiona, em geral, uma boa resposta humoral
baseada em anticorpos da classe IgM e IgG, que dependem, evidentemente, do
estado imunitario do hospedeiro. Diante de uma infeccao primaria, considerando-se
gue o0 paciente nunca entrou em contato com outro Flavivirus (naturalmente ou
através de vacinacao), existe um lento aumento de anticorpos especificos. Os
anticorpos IgM surgem entre 3-5° dia ap0s o inicio da doenca, alcan¢cando o pico em
torno do 10° dia e declinando a niveis indetectaveis entre 2-3 meses. Os anticorpos

IgG séo produzidos em baixas concentracdes e geralmente aparecem no final da
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primeira semana da doenca, aumentando gradualmente e permanecendo por toda a
vida (CHANAMA et al., 2004; CORDEIRO et al., 2007).

Em uma infeccdo secundaria, os titulos de anticorpos aumentam
rapidamente, tendo a IgG como isotipo predominante, sendo detectado mesmo
durante a fase aguda da infeccdo. E comum a realizagcdo de coleta de amostras
pareadas (a primeira na fase aguda — até o 5°ia - e a segunda durante a
convalescéncia apos 15°dia). No inicio da convalescéncia, os titulos de IgM sé&o
cerca de 50% mais baixos que em uma infeccao primaria, sendo em alguns casos
indetectaveis. Titulos de IgG quatros vezes maior em amostras pareadas, €
indicativo de uma infec¢do secundéaria (CORDEIRO et al., 2007; SHU et al., 2003;
VASQUEZ et al., 2005).

Os ensaios sorologicos utilizados para deteccdo de anticorpos especificos,
utilizados no diagnostico da dengue, compreendem 0s testes imunoenzimaticos,
imunocromatograficos e o teste de inibicdo da hemaglutinacdo. Além desses, em
ensaios de triagem de vacinas, o teste de neutralizacdo em placas € utilizado para
deteccdo de anticorpos neutralizantes no soro do paciente, 0s quais inativam o virus,
impedindo-os de infectarem as células hospedeiras (MORENS et al., 1985).

Testes imunoenzimaticos para pesquisa de anticorpos IgM (MAC-ELISA) e
IgG (GAC) permitem a quantificacdo do titulo do anticorpo, utilizando-se microplacas
sensibilizadas com anticorpos de captura contra o isotipo. Ap0s a adicdo da
amostra, antigenos do DENV sao acrescentados, seguidos por anticorpos de
deteccdo conjugados com uma enzima, que apos adicdo do substrato, forma um
produto colorido e soluvel, cuja densidade Optica (DO) é proporcional a
concentracdo do anticorpo na amostra. A proporcao IgM/IgG pode ser utilizada para
distinguir entre uma infeccdo primaria e secundaria. Em geral, quando a DO IgM/IgG
> 1,2, define-se uma infec¢do primaria (CHANAMA et al., 2004; FALCONAR,;
PLATA; ROMERO-VIVAS, 2006).

O teste de inibicdo da hemaglutinacéo (IH) também permite quantificar o titulo
do anticorpo especifico no soro. Este teste baseia-se na habilidade que os antigenos
virais possuem em aglutinar hemécias de ganso ou heméacias humanas previamente
tratadas com tripsina. Quando h& presenca de anticorpos no soro, estes inativam os
antigenos virais impedindo a aglutinacdo. Numa infec¢cdo secundaria, o titulo do
anticorpo aumenta rapidamente, excedendo 1:1280 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2009).
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Recentemente, os testes imunocromatograficos para pesquisa de IgM e 1gG
tem sido incorporados na prética diagnéstica. Estes testes sdo realizados em uma
membrana de nitrocelulose, contendo anticorpos de captura anti isotipo especificos
e um conjugado formado por antigenos do envelope viral e 0 ouro ou a prata
coloidal, os quais permitem a identificagdo qualitativa do anticorpo na amostra de
soro (SHU; HUANG, 2004).

1.6 Imunopatogenia da dengue

A patogénese das formas severas da dengue é multifatorial. As condicdes
ecoldgicas, epidemioldgicas, virais e do hospedeiro sao fatores que podem contribuir
para o desenvolvimento dos quadros graves da doenca. Diferencas na viruléncia da
cepa parecem estar relacionadas com a capacidade de infeccdo em diferentes tipos
celulares que podem favorecer o grau de severidade (TWIDDY et al.,, 2002;
HOLMES, 2007). A experiéncia anterior de uma infecgdo por DENV pode favorecer
o desenvolvimento de uma forma clinica mais grave durante uma segunda infeccao
por um sorotipo distinto (SIMMONS et al., 2005). Fatores genéticos e imunoldgicos
do hospedeiro também podem contribuir para um fenotipo mais severo da dengue
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Imunologicamente, o rapido inicio e desencadeamento da resposta inata pode
ser limitante na infeccdo pelo virus dengue. Uma das grandes questdes na
patogénese da doenca é identificar o papel crucial da imunidade antiviral nos
estagios inicias da infeccdo. Neste ambito, células dendriticas imaturas e células de
Langerhans residentes na pele, parecem ser as primeiras células-alvo do virus
dengue dada a infeccdo natural (WU et al, 2000). Essas células, em resposta a
infeccdo secretam interferons (IFN) tipo | (a/B) devido a interacdo viral com
receptores padrdo de reconhecimento (PRR). Nao apenas as células dendriticas,
mas, a maioria das células infectadas pelo DENV produz IFNs. O IFN-y, que € o
interferon tipo Il também é secretado em decorréncia da ativacdo dos linfocitos
natural killer (NK), o qual parece estar relacionado ao clearance viral pelo organismo
hospedeiro (AZEREDO et al., 2006).
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A imunidade humoral desenvolve-se em aproximadamente seis dias apos a
picada do mosquito infectado. Neste caso, anticorpos anti-E, prM e NS1 tem sido
identificados no decurso da infeccdo. Os anticorpos contra a proteina E e prM
demonstram a propriedade de neutralizacédo viral (GROMOWSKI; BARRET, 2007).
Enquanto os anticorpos anti-NS1 estdo envolvidos na ativacdo do sistema
complemento (KUROSU et al., 2007) e na resposta cruzada contra células
endoteliais, figado e plaquetas, a qual remete a uma auto-imunidade transitoria
observada nos pacientes com dengue (LIN et al., 2006). Anticorpos anti-E também
tem sido associados a reatividade cruzada com o plasminogénio humano,
contribuindo com isto, para o carater autoimune observado nesta infeccdo viral
(HUANG et al., 1997).

Ha evidéncias de que uma segunda infeccdo por um sorotipo diferente esteja
correlacionada com a patogenia da FHD/SCD (ZIVNY et al., 1999; SIMMONS et al.,
2005). Infectividade viral aumentada por anticorpos (“antibody-dependent
enhancement” ADE), postula que anticorpos resultantes de uma primeira infeccao,
nao-neutralizantes para uma segunda infec¢cdo por um sorotipo diferente, poderiam
aumentar a adsorcdo de particulas virais a membrana de células que contenham
receptores Fc especificos, como monécitos-macrofagos, favorecendo a
internalizacdo do virion. De fato, os mondcitos e macrofagos ativados secretam
varias citocinas pro-inflamatorias e vasoativas que contribuem para patogénese das
formas severas da dengue (HALSTEAD, 1970; HALSTEAD; O'ROURKE, 1977,
HALSTEAD; DEEN, 2002).

Além disso, a associacdo entre infec¢cdes primarias envolvendo criangas
dentro do primeiro ano de vida, filhos de mées imunes ao DENV, demonstram maior
incidéncia de FHD (HALSTEAD, 1981). Isto reflete o envolvimento de anticorpos IgG
opsonizantes e fixadores do complemento, que contribuem para a severidade da
doenca e que se relacionam ao fendbmeno ADE.

Ainda em relacédo a imunidade adaptativa, a presenca de citocinas T helper 1
(Thl) e (Th2) tem sugerido o envolvimento dos linfécitos T CD4" na patogénese da
doenca. Em acréscimo, a presenca de marcadores de ativacdo de células T CD8"
sugerem que essas ceélulas também contribuem para severidade da doenca
(LIBRATY et al., 2002).

As células T de memodria oriundas de uma infeccdo primaria, reconhecem

cruzadamente epitopos de proteinas ndo-estruturais, sobretudo NS3, em resposta
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aos sorotipos heterdlogos em uma infeccdo secundéria, resultando em uma
exacerbada producédo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e IL-2. Estas citocinas provocam aumento
da permeabilidade vascular que contribui para imunopatogénese da FHD/SCD
(ROTHMAN:; ENNIS, 1999).

Este fendbmeno das células T de memoria da primeira infeccdo reagir mais
eficientemente a epitopos heterolégos de uma segunda infeccdo tem sido
denominado “pecado antigénico original’. Neste caso, as células T de memoria
competem pelas células T virgens especificas da infeccdo atual reconhecendo com
elevada avidez o0s epitopos conservados (HALSTEAD; ROJANASUPHOT,;
SANGKAWIBHA, 1983; MONGKOLSAPAYA et al., 2003).

Uma das caracteristicas marcantes da FHD/SCD é a perda da integridade
endotelial, que resulta no extravasamento de plasma, hipotensdo e choque. Esta
anormalidade decorre de uma exacerbada producdo de citocinas e mediadores
inflamatorios em resposta a ativacado das células T ndo protetoras e mondcitos e
macrofagos infectados (ROTHMAN, 2010).

Assim, altos niveis plasméaticos das citocinas IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, IL-13, IL-18, TGF-1B3, TNF-a e IFN-y tem sido encontrados nas formas severas
da dengue. Outros fatores solUveis como fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator estimulador de colbnia granulocito-mondécito (GM-CSF), proteina
quimioatraente de mondécito 1 (MCP-1), fator tecidual, molécula de adeséo de célula
vascular 1 (VCAM-1), trombomodulina, inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-
1), ativador do plasminogénio tecidual (tPA), 6xido nitrico (NO), CD4+ e CD8+
soluveis, receptor soltvel da IL-1(sIL-1R), receptores soluveis para 0 TNF (STNFR-I
e STNFR-II) também tém sido descritos relacionados com a severidade da doenca
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; SRIKIATKHACHORN; GREEN, 2010).

As analises de variados estudos relacionados aos niveis plasmaticos dessas
citocinas e fatores solluveis da inflamacdo sao divergentes. A maioria desses
estudos é baseada em modelos animais desafiados com o DENV, que diferem em
cepas, tempo de infeccdo, titulo viral, testes laboratoriais e analise estatistica
utilizadas (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Outra questdo importante € que o extravasamento de plasma observado em

humanos ocorre principalmente entre a cavidade pleural e peritoneal, sugerindo que
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0os niveis desses mediadores no plasma refletem concentracbes em diferentes
compartimentos. Em acréscimo, os pacientes que desenvolvem as formas severas
da dengue ndo apresentam nenhuma alteracdo morfologica significativa de lesao
tecidual. Na verdade, os pacientes com SCD podem recuperar-se rapidamente apos
cuidadoso controle hemodinamico, 0 que sugere que essas citocinas ndo causam
destruicdo, mas apenas uma disfuncdo endotelial reversivel (NACHMAN; RAFII,
2008).

1.7 Modelo experimental para as formas severas dad engue

Os tecidos oriundos de autopsia de pacientes infectados pelo DENV poderiam
revelar muitas informagbes sobre a patogenia da doenca. Todavia, a taxa de
mortalidade por dengue € baixa e essas amostras sdo extremamente raras e
provavelmente ndo seriam representativas do amplo espectro clinico causado e
desenvolvido pelos pacientes. Assim, uma das grandes limitacdes para o
entendimento da patogénese da dengue é a falta de um modelo animal adequado
que desenvolva a sintomatologia das formas severas da doenca. Neste aspecto,
varios sistemas tém sido propostos na tentativa de refletir a patogenia observada em
humanos combinada com as limitacdes técnica e de pessoal, custo e acessibilidade
(MATHEW; ROTHMAN, 2008).

Os primatas ndo humanos tém sido apresentados como um forte modelo
experimental para FHD. Onlamoon et AL. (2010), em experimentos realizados com
macacos Rhesus (Macaca mulatta, RM), demonstraram que quando infectados pela
cepa DENV-2 16681, os animais desenvolviam viremia, discreta trombocitopenia e
neutropenia. As manifestacbes hemorragicas variaram entre petéquias a severa
coagulopatia e concomitante a uma leve diminuicdo de hemoglobina e hematdcrito.
Entretanto, os animais ndo desenvolveram sinais clinicos detectaveis da doenca,
incluindo manifestacdbes de FHD. Pequenas hemorragias cutadneas foram
observadas em 3/6 animais sob indugéo de altas doses intravenosa do virus. Outro
aspecto, € que a viremia detectada nesses animais foi 2x mais baixa aquela

observada em humanos.
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Outro estudo envolvendo macacos da espécie Macaca fascicularis, revelaram
altos titulos de anticorpos neutralizantes hométipo especifico (DENV-1) entre o 10°
dia e 582 semana apoés a infeccdo. Contudo, quando desafiados para uma segunda
infeccdo pelo DENV-2, a auséncia ou a baixa titulacdo de anticorpos de reacao
cruzada foi detectada (ITO et al., 2009).

Camundongos humanizados, nocauteados para o0s genes RAG2
(recombinases) e enxertados com células-tronco humanas CD34+, e, expressando,
portanto, células funcionais do sistema imune adaptativo humano tém sido
desafiados com o DENV-2. Esses animais apresentaram viremia e anticorpos IgM e
IgG anti-DENV-2 no soro. Contudo, aspectos relacionados as manifestactes
hemorragicas da dengue severa néo foram observados (KURUVILLA et al., 2007).

Outro modelo, camundongos AG129 nocauteados para a via de sinalizacao
dos interferons a/f/y, demonstraram uma doenca com caracteristicas semelhantes a
dengue com extravasamento de plasma e morte mediada por TNF-a. Todavia a
infec¢@o ocorria diante de altos titulos virais por via intravenosa (TAN et al., 2010).

Assim, um modelo animal ideal que seja acessivel, com facilidade de
manipulacdo, dentro das limitacfes técnicas e que mimetize a sintomatologia e os
aspectos laboratoriais das formas graves da dengue ainda ndo se encontra

disponivel.

1.8 Desenvolvimento de uma vacina contra a dengue

A alta incidéncia global, a rapida propagacao vetorial e os elevados custos
com os servicos de saude tém colocado a dengue como uma doenca de grande
prioridade pela OMS. Em acréscimo, a prevaléncia dos quatro sorotipos virais
circulando em varias regides do mundo tem contribuido para o aumento das formas
severas da doenca. Até 0 momento ndo existe um tratamento especifico nem uma
vacina licenciada disponivel contra a dengue (MILLER, 2010).

Uma vacina ideal deve prover protecdo contra oS quatro sorotipos, sem,
contudo, facilitar o risco de desenvolver as formas severas. Além disso, a vacina
deve fornecer um delicado balanco entre o nivel de imunogenicidade induzida e a

atenuacdo da patogenicidade viral. Assim, entender a base imunoldgica envolvida
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durante a infecgdo viral é crucial para o sucesso da vacinagdo. Contudo, esse
mecanismo é dificultado devido a falta de um modelo animal que desenvolva as
formas severas semelhantes aquelas visualizadas em humanos (YAUCH;
SHRESTA, 2008).

Outro fator importante, é que a vacina deve ser economicamente viavel com
alto grau de protecdo, uma vez que, as mais altas taxas de infeccdo ocorrem em
paises em desenvolvimento. Além disso, uma vacina de sucesso também deve
prover que os titulos virais em humanos vacinados ndo permitam que 0 mosquito
vetor se infecte durante o repasto sanguineo (MURREL; WU; BUTLER, 2011).

Desta forma, varios grupos incluindo: The Pediatric Dengue Vaccine Initiative,
the WHO, the US military, bem como industrias farmacéuticas e governos de varios
paises tém contribuido para ajudar e acelerar o desenvolvimento de uma vacina de
sucesso contra a dengue (MURREL; WU; BUTLER, 2011).

1.8.1 Vacina viva atenuada

Esse tipo de vacina tende a mimetizar a infec¢do natural induzindo resposta
celular e humoral com uma imunidade duradoura, utilizando uma unica dose. O
mecanismo de atenuacdo normalmente € conduzido através de varias passagens
sucessivas em cultura celular. Esse processo apresenta a desvantagem de nao
predizer as mudancas moleculares. Alguns grupos de pesquisa utilizam a mutacao
genética especifica no genoma viral de forma a interferir na sua replicacédo
(HALSTEAD; MARCHETTE, 2003).

Nesse tipo de vacina algumas limitagdes tém ocorrido, como: dificuldades em
conseguir a atenuacdo ideal para cada sorotipo do DENV; a possibilidade de
reverter o fenotipo selvagem da cepa viral, quando cada sorotipo é atenuado
isoladamente e tenta-se a formulacgéo tetravalente, o balanco entre imunogenicidade
e reatogenicidade é perdido (EDELMAN, 2007). Além disso, a introducdo de uma
delecdo na regido 3"nado traduzida tem proporcionado a estabilidade dessas vacinas
com base genética (HALSTEAD; MARCHETTE, 2003). Contudo o balan¢o desejado
na atenuacao (imunogenicidade x patogenicidade) da formulacgéo tetravalente, ainda

nao foi alcangado.



Souza J. R. 55

Pesquisas nessa linha tém sido realizadas e The Walter Reed Army Institute
of Research (WRAIR) e GlaxoSmithKline (GSK) tém conduzido varios ensaios
clinicos em humanos de formulacdes monovalentes de cada sorotipo. Resultados
foram obtidos como a subatenuacéo (titulos de anticorpos neutralizantes baixos)
encontrada para o DENV- 1-3 E o para o DENV-4 foi demonstrada uma
superatenuacéo (patogenicidade). Diante disso, ajustes nas diluicdes para cada
cepa viral e os niveis de multiplas passagens Sao necessarios para novos ensaios
clinicos (EDELMAN, 2007).

1.8.2 Vacinas quiméricas recombinantes

7

Uma nova abordagem no desenvolvimento de vacinas é a introducéo da
genética molecular, formando-se as vacinas quiméricas. Uma quimera é construida
utilizando-se um backbone de um virus relacionado, substituindo alguns genes pelos
seus correspondentes do virus de interesse. Neste caso, tem sido utilizado como
backbone o virus da febre amarela, substituindo os genes da prM/E pelos genes
correspondentes do DENV. O objetivo principal é reter a atenuacado do backbone e
incorporar a antigenidade do DENV (GUY, 2009).

Os laboratorios Acambis e Sanofi-Pasteur tém desenvolvido as vacinas
quiméricas dos quatro sorotipos obtendo resultados promissores como: baixo nivel
de replicacdo no vetor, efeitos adversos de leve a moderado, nédo inducao de
resposta celular significativa LT CD8+ para NS3 do backbone e resposta celular
sorotipica-especifica contra as proteinas do dengue (GUY, 2009). Além disso, apos
a administracao de trés doses da vacina, houve inducéao de anticorpos neutralizantes
entre 0s voluntarios contra o0s quatro sorotipos. Diante disso, esta vacina é
apresentada como mais promissora e com melhores resultados (MORRISON et al.,
2010). Contudo, o alto custo, a estabilidade da construcdo, a determinacdo do
calendario de vacinacdo e o risco em desenvolver as formas severas da dengue
devido ao fendbmeno ADE sao algumas limitacées que ainda precisam ser sanadas
(MURPHY; WHITEHAED, 2011).
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1.8.3 Vacinas de vetores virais e de DNA

As vacinas de DNA tém as vantagens de induzir o processamento de
antigeno intracelular, estabilidade em nao reverter ao fendétipo selvagem e relativa
facilidade de manufatura. Contudo, a baixa imunogenicidade é sua principal
desvantagem. Isso pode ser devido a inadequada entrada na célula e a conseguinte,
baixa expressao antigénica observada. Além disso, apenas as proteinas estruturais
tém sido incorporadas na vacina. A introducdo das proteinas NS necessitaria da
incorporacdo de adjuvantes, o que elevaria ainda mais seu custo para as areas
endémicas da doenca (MURREL; WU; BUTLER, 2011).

A utilizacdo de um vetor adenovirus permitiu a construgdo de um
recombinante multivalente, expressando as proteinas prM/E dos quatro sorotipos.
Altos titulos de anticorpos neutralizantes foram observados para todos 0s sorotipos,
exceto para o DENV-2. Além disso, as vacinas podem ter menos eficiéncia em
individuos previamente expostos a adenoviroses ou outras vacinas com este vetor.
Outro fato que precisa ser analisado é a investigagdo em pacientes
imunossuprimidos (RAVIPRAKASH et al., 2008).

1.8.4 Vacinas inativadas

As vacinas inativadas sao seguras em nao permitirem a reversédo do fenaotipo
selvagem das vacinas atenuadas. Contudo, possuem apenas as proteinas
estruturais e falham em induzir a imunidade contra qualquer proteina NS.
Necessitam de adjuvantes, podem ser reatogénicas no periodo pdés-vacinal,
multiplas dosagens sao requeridas, além de elevado custo com a manufatura do
DENV. Esse tipo de vacina possui menos atrativo entre as grandes industrias,
embora ela possa ser utilizada entre militares e viajantes (PUTNAK et al., 2005).

Outras formulagdes antigénicas encontram-se em desenvolvimento como as
vacinas de proteinas recombinantes, de subparticulas virais, quiméricas com

delecdes na regido 3" ndo traduzida. Contudo, algumas limitagdes ainda impedem o
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desenvolvimento de uma formulacdo disponivel, sobretudo, para as regides
endémicas (MURPHY, WHITEHEAD, 2011).

O exato entendimento dos mecanismos imunopatologicos entre o DENV e as
células alvo de infeccdo € necessario para o desenvolvimento de uma vacina
completamente protetora. Ndo ha um consenso sobre como um individuo €
protegido contra o DENV. Geralmente, h4 evidéncias de protecdo por anticorpos
neutralizantes, mas, o titulo requerido entre cada individuo com ou sem imunidade
pré-existente contra um sorotipo pode variar. O calendario, a dosagem e a via de
administracdo ainda sao limitacdes presentes (SWAMINATHN; BATRA; KHANNA,
2010).

1.9 Mapeamento de epitopos de células T

O mapeamento de epitopos de células T € uma ferramenta utilizada para a
identificacdo de sequéncias proteicas patogénicas, sobretudo de amino&cidos
ancoras, que séo reconhecidos pelos linfécitos T CD4+ e CD8+, desencadeando
uma resposta imune especifica. O termo epitopo € frequentemente permutavel por
peptideo imunodominante. Contudo, de forma exata e precisa, epitopo refere-se a
uma curta sequéncia que mantém propriedade estimulatéria diante das células T, ou
seja, sdo sitios ou regides imunologicamente ativas de antigeno, enquanto peptideo
imunodominante pode ter comprimentos variaveis e sua delecdo pode permitir a
identificacdo de um epitopo correspondente (PIRA et al, 2010).

A identificacdo de epitopos de células T vem se tornando uma estratégia para
o desenho de vacinas profildticas ou terapéuticas, contra diversos alvos
patogénicos. Entre as principais razdes para a utilizacdo desta ferramenta para o
desenvolvimento de vacinas merecem destaque: a) epitopos sao apresentados por
alelos HLA (um ou poucos alelos; em alguns casos, varios alelos, referida como
promiscuidade alélica, e até pela maioria dos alelos, neste caso definida como um
alelismo universal); b) os epitopos representam a regido antigénica de uma proteina,
portanto, as demais regides podem ser deletadas; c) epitopos restritos a diferentes
alelos podem ser utilizados para construcdo de uma biblioteca de peptideos

selecionados que serdo reconhecidos pela maioria da populagdo imune, deste
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modo, poderiam ser utilizados como ferramenta diagndstica; d) epitopos podem ser
selecionados para construir vacinas baseadas em peptideos antigénicos
selecionando clones de linfécitos T com resposta imune especifica (FRAHM et al.,
2007).

Em relacdo a construcdo de vacinas baseadas em epitopos, podemos inferir
que fragmentos peptidicos podem ser reunidos como um mosaico protéico para
produzir vacinas polivalentes com ampla cobertura em potencial para epitopos de
células T. Desta forma, poderiamos minimizar ou evitar 0 mecanismo de escape,
sobretudo viral, que as frequentes mutagcbes produzem ao induzir ampla
variabilidade peptidica patogénica. Por outro lado, regides definidas como
desenssibilizantes, podem ser removidas da proteina e re-construidas para
formacdo de agentes terapéuticos. Neste caso, a antigenicidade em potencial
poderia ser evitada com o objetivo de melhorar a efetividade clinica (GROOT,;
SCOTT, 2007).

Entre as principais estratégias para 0 mapeamento de epitopos, o0 Enzyme-
Linked Immunospot (ELISPOT) € um ensaio de alta sensibilidade baseado no
principio do Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), que utiliza células como
amostra clinica, detectando a secrecdo de citocinas induzida por antigenos captada
por anticorpos imobilizados e visualizada por um segundo anticorpo conjugado a
uma enzima (LETSCH; SCHEIBENBOGEN, 2003). Marcadores de ativacdo da
resposta imune celular em pacientes com dengue incluem moléculas inflamatérias
como IFN-y, TNF-a, IL-6 e rIL-2 soltuvel (JUFFRIE et al., 2001; KITTIGUL et al.,
2000). A alta reprodutibilidade com baixo limite de deteccdo de células T antigeno-
especificas secretoras de IFN-y vem sedimentando esta citocina nos ensaios de
ELISPOT para a identificacdo de peptideos (SCHEIBENBOGEN et al., 2000). Com
isto, 0 mapeamento de epitopos reativos vem sendo realizado, através de ELISPOT
para IFN-y, utilizando-se células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
pacientes infectados com o0s quatro sorotipos da dengue frente aos antigenos
peptidicos virais que varrem todo o genoma, visando o desenvolvimento de uma
vacina segura e eficaz contra esta doenca (SIMMONS et al., 2005).

Contudo, o custo dos reagentes, o tempo dos ensaios, a quantidade de

amostras bioldgicas viaveis, a sintese quimica dos peptideos e recursos humanos
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capacitados sdo algumas limitacdes desta sensivel ferramenta na identificacdo de
epitopos.

Assim, a estratégia de se construir uma matriz de pool de peptideos tem sido
utilizada como uma forma de reducao de custos e material biolégico (PRECOPIO et
al., 2008). Desta forma, a interseccado de pools reativos apresentaria um provavel
peptideo candidato a epitopo, que evidentemente, seria testado posteriormente de

forma individual (Figura 6).

VI V2 VI WS VS Ve VIOWVE V9 VI
Hun | 1 | 2| 3 e s | 78] 9]i0]
Hiz | 11 |12 | 13 |00 15 |16 [ 17 |18 | 19| 20
H13 | 21 |22 |23 28] 25 | 26 |27 [28 | 20| 20
HI4 | 31 (32 33 34| 35 |36 |37 |38 | 39 | 40

—>H15|41|42 4345]45 4?|4s 49[50[
Hi6 | 51 |52 |53 | 54| 55 | 56 |57 [ 58 | 59 | 60
H17 | 61 | 62 | 63 |64 65 | 66 |67 | 68 | 69 | 70
H18 | 71 | ?:] 73 74| 75 |76 | 77 |78 | 79 | 80
H19 | 81 | 82 | B3 [ B4 | 85 | 86 |87 | 88 | 89 | @0
H20 ' 91 92 | 93 | 94 | a5 I a6 | 97 ' 98 | 99 | mu:

Figura 6. Representacéo esquematica de uma matriz 10x10 de 100 peptideos agrupados em
pools.
Fonte: PIRA et al.(2010)

Entretanto, a utilizacdo de peptideos nessa abordagem deve ser feita com
sobreposicdo de residuos de aminoacidos. De fato, a ndo observancia a esta
estratégia poderia clivar uma regido imunorreativa, portanto, um epitopo, que

evidentemente ndo induziria ativa¢éo linfocitaria.
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1.10 Modelos preditivos de identificacdo de respost ade célulaT

O desenvolvimento de métodos computacionais avancados (“Artificial Neural
Networks” — ANN) baseados em algoritmos para predicdo de epitopos de células T
vém sendo utilizados para identificar peptideos candidatos ao l6cus HLA (BRUSIC et
al., 2001; BRUSIC et al., 2002).

Esses métodos in silico séo rapidos, de baixo custo e permitem a exclusdo de
certos peptideos com baixo potencial de ligagdo a fenda do HLA. A predicdo
preliminar pode resultar na reducdo do numero de peptideos a ser sintetizados e de
ensaios a serem realizados. Outra vantagem é que os epitopos de células T podem
ser definidos independentemente do status naive ou de memodria linfocitaria (RAPIN
et al., 2010).

No entanto, os algoritmos de predicdo aos alelos HLA de classe | parecem ser
mais criteriosos na ligacdo ao peptideo antigénico. Este fato decorre da
caracteristica fisiologica destas moléculas HLA possuirem uma fenda de ligacédo ao
peptideo antigénico mais fechada e com sitios interiores que interagem com 0S
residuos de aminoacidos ancora do peptideo. Desta forma, a funcionalidade fisico-
quimica das cadeias laterais desses aminoacidos permitem a formacao de ligacdes
quimicas especificas dentro de cada sitio no interior da fenda (SINGH; MISHRA,
2008).

Assim, em observancia as analises quimicas e estruturais desses residuos de
aminoacidos, Sidney et al. (2008) agruparam os alelos HLA em nove supertipos
baseados na especificidade dos residuos ancoras. Entretanto, convém mencionar
que alguns alelos podem pertencer a diferentes supertipos e que outros alelos ainda
nao foram categorizados. Outro ponto relevante, € que devido aos padrbes de
transplantacdo de 6rgdos e a maior associagdo de rejeicdo de enxertos relacionada
aos alelos A e B, apenas esses alelos de classe | tem sido explorados tanto para o
agrupamento em supertipos quanto para o desenvolvimento de algoritmos. Desta
forma, algoritmos para predi¢do do alelo C sdo escassos e pouco confiaveis (WANG
et al., 2008).

Os algoritmos para predicdo dos alelos HLA de classe Il tém sido avaliados
com maior cuidado. O fato fisiologico da fenda da molécula HLA de classe Il ser

mais aberta e, desta forma, comportar residuos peptidicos longos, torna dificil
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estabelecer um padrdo de residuos ancora que permita agrupar esses alelos em
supertipos. Assim, os algoritmos para HLA de classe Il também s&o direcionados ao
alelo DRB1 devido a sua alta antigenicidade na transplantacdo. Entretanto, esses
algoritmos sdo menos criteriosos e 0s seus resultados sao obtidos em percentil.
Algoritmos para predicao dos alelos DP e DQ ainda estdo em carater preliminar (LIN
et al., 2008; WANG et al., 2008).

De maneira geral, tanto a predicdo dos alelos HLA de classe | quanto os de
classe Il necessitam de comprovacao experimental para validarem os algoritmos e
assegurarem gue uma dada sequéncia antigénica é reconhecida e apresentada pela
maioria dos alelos HLA da populacdo. Outra observacéo relevante € se uma dada
sequéncia apresentada por um dado alelo induziria uma resposta patogénica ou

protetora.
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2 JUSTIFICATIVA

Algumas dificuldades tém limitado o desenvolvimento de uma vacina contra a
dengue. Primeiramente, a vacina precisa promover imunidade duradoura contra 0s
quatro sorotipos virais. Devido aos fendmenos ADE e do pecado antigénico original,
uma das principais preocupacdes referentes ao desenvolvimento de uma vacina
contra dengue € a possibilidade da imunizacdo aumentar a incidéncia das formas
graves da doenca.

As vacinas atualmente em desenvolvimento baseiam-se em epitopos néo
definidos e experimentos em camundongos e macacos. Embora alguns modelos
experimentais tenham desenvolvidos sintomatologia semelhante as formas graves
da doenca, esses animais nao reproduziram as formas severas da dengue
condizente com aquela observada em humanos, e, portanto, 0os ensaios clinicos
preliminares néo sao suficientes para avaliar este tipo de risco.

Além disso, falta uma metodologia segura para predizer como as respostas
imunes induzidas pela vacina iriam interferir na imunopatologia das manifestagbes
clinicas da dengue, de modo a reduzir seus efeitos deletérios.

Existem algumas vacinas candidatas contra dengue em desenvolvimento com
base em virus atenuados, selecionados pelo crescimento dos quatro sorotipos em
multiplas geracdes em culturas celulares e outras utilizando engenharia genética ou
geracdo de quimeras (HALSTEAD; DEEN, 2002). Os laboratérios Acambis e Sanofi
Pasteur tém desenvolvido vacinas tetravalentes quiméricas com resultados
promissores, encontrando-se em fase Ill. Porém, o alto custo, a estabilidade da
construcdo, a determinacéo do calendario de vacinacéo e o risco de desenvolver as
formas graves da dengue sdo algumas limitacbes existentes (MURPHY;
WHITEHEAD, 2011).

O desenvolvimento final de uma vacina exige um conhecimento detalhado
das respostas imunes induzidas pela infeccdo natural nas diversas regides, bem
como o tipo de resposta imune que é induzida pela vacina (MARQUES, 2002).

Assim, a identificacdo de epitopos reativos a células T das proteinas NS1 e
NS3 viral, pode contribuir para o entendimento das respostas imune protetora ou

patogénica, visando a construcdo de uma vacina baseada em epitopos multiplos.
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3 HIPOTESE

Existem epitopos constituintes das proteinas nao-estruturais NS1 e NS3 do
virus dengue-3 capazes de estimular células T CD4+ e CD8+ de pacientes

infectados com dengue.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Identificar os epitopos constituintes das proteinas nao-estruturais NS1 e NS3
que compdem o virus dengue 3 (DENV-3) capazes de estimular células T CD4" e
CD8" de pacientes infectados com dengue, visando a sua utilizagdo em uma vacina

contra esta doenga.

4.2 Objetivos Especificos

a) ldentificar os epitopos das proteinas NS1 e NS3 do virus DENV-3 reativos a
células T CD4" e CD8" de pacientes com dengue, através de ELISPOT para
IFN-y, mediante estimulacdo com peptideos sintéticos.

b) Comparar os epitopos para células identificadas experimentalmente com
aqueles propostos teoricamente.

c) Correlacionar as respostas imunes obtidas através de ELISPOT para células
T com atributos clinicos e imunogenéticos (haplotipos HLA).

d) Propor epitopos para serem, subsequentemente, utilizados em uma vacina

contra dengue.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Casuistica

Pacientes infectados com o DENV-3 (n = 72, sendo n = 20 para triagem dos
pools de peptideos e n = 52 para realizacdo dos ensaios individuais), bem
caracterizados do ponto de vista clinico e laboratorial, foram selecionados de uma
coorte previamente iniciada em 2003, mediante colaboragcédo entre o Departamento
de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE) do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM-FIOCRUZ) e o Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira de Pernambuco (IMIP), o Hospital Santa Joana (HSJ) e o
Hospital HOPE/Esperanca (HHE) da cidade do Recife (MARQUES; MACIEL;
NORDSTRON, 2008). Em cada uma destas instituicbes, 0os casos suspeitos de
dengue admitidos, foram investigados com base em um questionario clinico
epidemiolégico (APENDICE A), submetidos a um exame clinico, e convidados a
participar desta coorte. Foram excluidos da coorte individuos em uso de anti-
coagulantes, drogas imunossupressoras, com doencas cronicas, auto-imunidade
e/ou imunodeficiéncias.

Os individuos participantes deste projeto, apos avaliagdo clinica, tiveram suas
amostras sanguineas (20 ml) coletadas e divididas em 3 tubos (2 com heparina e 1
sem anticoagulante) nos dias 1, 3, 5, 7, 15 dias e 6 meses apOs o inicio das
manifestacbes clinicas. Para definicdo do diagndstico, os pacientes realizaram
exames laboratoriais complementares como hemograma, contagem de plaquetas,
enzimas hepaticas e teste do torniquete. Além disso, foram realizados exames
laboratoriais especificos como a reacdo em cadeia da polimerase por transcricao
reversa (RT-PCR) para diagnostico dos sorotipos (LANCIOTTI et al., 1992), ensaios
imunoenziméticos (ELISA) para IgM (Biomanguinhos ™) e IgG (PanBio™) anti-
dengue e isolamento viral em cultura de células do clone C6/36 do Ae. albopictus
(IGARASHI, 1978). ApOs caracterizacdo da infeccdo pelo DENV-3, sorotipo
epidémico do periodo 2002-2009, as amostras sanguineas com heparina foram
coletadas para obtencdo de células frescas mononucleares do sangue periférico,
para utilizacdo para o mapeamento de epitopos realizado entre 2006-2009.
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5.2 Diagnostico

5.2.1 Isolamento e identificag&o viral

As amostras de soro dos pacientes coletadas na fase aguda da doenca foram
inoculadas (20 ul) nas células de Ae albopictus clone C6/36 mantidas em meio de
cultura Leibovitz L-15 contendo 2% de soro fetal bovino (IGARASHI, 1978). A
identificacdo viral foi realizada por anticorpos monoclonais sorotipo-especifico por
imunofluorescéncia (GUBLER et al., 1984).

5.2.2 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Os anticorpos IgM e IgG anti-dengue foram detectados nas amostras de soro
dos pacientes conforme recomendacdes dos fabricantes (Biomanguinhos™ e
PanBio™, respectivamente). Resumidamente, as placas de ELISA previamente
sensibilizadas com o anticorpo de captura especifico receberam as amostras de
soro. Posteriormente, o conjugado enzimatico foi adicionado e, apds incubacéo, o
substrato foi acrescentado as placas para revelacdo. Em seguida, a reacdo
enzimatica foi paralisada com solucdo especifica e a densidade Optica (DO)

determinada com o comprimento de onda variando entre 450 nm — 620 nm.

5.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase pela acdo da transcriptase reversa — RT-
PCR

As amostras de RNA viral foram extraidas através do kit de purificacdo
(QlAquick, Qiagen™) e submetidas a transcricdo reversa conforme descrito em
Lanciotti et al., 1992. Sucintamente, copias do cDNA viral da regido C/prM foram
sintetizadas e amplificadas usando dois iniciadores consenso desenhados para 0s

quatro sorotipos. Em seguida, nova amplificacéo foi realizada utilizando iniciadores
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sorotipo-especificos, os quais geraram DNA com tamanho molecular especifico para
cada sorotipo. Eletroforese em gel de agarose 2% corada com brometo de etideo foi

utilizada para identificacdo dos produtos de PCR.

5.3 Classificacao clinica dos pacientes

Os pacientes com dengue foram entdo classificados segundo as formas
clinicas em Dengue Classica = DC e Febre Hemorragica da Dengue = FHD,
conforme critérios da OMS (1999). Assim, os pacientes com a forma classica
apresentaram febre alta acompanhada de pelo menos dois dos seguintes sintomas:
cefaléia, dor retro-orbital, mialgia, artralgia ou exantema. A forma hemorragica foi
caracterizada pela mesma sintomatologia da DC acompanhada de fenémenos
hemorragicos como hemoconcentracédo, teste do torniquete positivo, trombocitopenia
< 100.000/ mm® e extravasamento de plasma. Em acréscimo, uma nova
classificagdo denominada Dengue Classica Complicada = DCC, na qual o paciente
apresenta os sintomas de DC mais trombocitopenia, mas néo preenche os critérios
da OMS para FHD, foi atribuida pelo nosso grupo de estudo conforme descrito em
Cordeiro et al. (2007).

Além disso, a infec¢do pelo DENV foi classificada em primaria ou secundaria
em observacdo aos titulos de anticorpos IgM e IgG mensurados por ELISA e RT-
PCR, conforme descrito por Cordeiro et al. (2007). A infeccdo primaria foi
caracterizada pela auséncia de anticorpos IgG dengue-especifico e pela presenca
de anticorpos IgM anti-dengue, ambos detectados por teste imunoenzimatico,
isolamento viral em células C6/36 de Ae. albopictus identificada por
imunofluorescéncia e/ou detec¢cdo do RNA viral por RT-PCR. A infec¢éo secundaria
foi caracterizada por deteccédo de IgG em amostras de fase aguda e auséncia de
IgM anti-dengue, associada com RT-PCR positiva e/ou isolamento viral, seguida

pela presenca de IgM em amostras na fase da convalescéncia.
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5.4 Ensaios de ELISPOT

5.4.1 Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

As amostras sanguineas coletadas com heparina foram processadas
utilizando-se gradiente de centrifugagcdo com Ficoll-Hypaque para obtencdo das
PBMCs, visando sua utilizacdo nos ensaios de ELISPOT (KREHER et al., 2003).
Inicialmente, as amostras sanguineas foram diluidas em PBS pH 7,2 na proporgao
1:2. Em seguida, o sangue diluido foi adicionado a outro tubo contendo Ficoll-
Hypaque em igual volume inicial do sangue, evitando-se misturar. As amostras
foram centrifugadas por 30min a 931xg a 20C.

Apos centrifugacdo, a camada de células mononucleares foi aspirada e
transferida para outro recipiente, onde foi diluida em PBS pH 7,2 na proporgéao 1:3.
Em seguida foi realizada uma nova centrifugacdo a 335 xg por 15min a 20C. A
seguir, o sobrenadante foi desprezado e 1ml de tampdo de lise eritrocitario
(deixando este atuar por 5 min), e 9 ml de meio de cultura livre de soro (SFM) foram
adicionados. Nova centrifugacdo foi realizada a 335 xg/15min a 4C. ApOs esta
etapa, o pellet celular foi ressuspendido em 10 ml de meio SFM, e uma aliquota
desta amostra quantificada. Para esta analise, a suspensdo celular (100 ul da
amostra foi diluida em 900 pl de SFM) foi devidamente quantificada e sua viabilidade

avaliada através do Vi-cell® (Analisador de Viabilidade Celular, Biosystems™, BD).

5.4.2 Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos (Shaffer®, USA) foram produzidos a partir da
sequéncia de aminoacidos que compdem a poliproteina do sorotipo DENV-3
(SWISS-PROT: P27915) da cepa circulante no estado do Rio de Janeiro, que
coincide com a mesma circulante em Pernambuco (MIAGOSTOVICH et al., 2002).
Setenta e seis peptideos da proteina NS1 e cento e cingienta da proteina NS3
foram arranjados em uma extensdo de 15 aminoacidos com uma justaposi¢do
(overlap) de 11 aminoacidos, o que representa um bom estimulo para as células T,

uma vez que o nucleo (core) de aminoacidos de cada peptideo seréa suficiente para
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preencher as fendas HLA de classe | (8-9 mers) e HLA de classe Il (11-15 mers)
(MAECKER et al., 2001; KIECKER et al., 2004). Os peptideos foram diluidos em
dimetilsuféxido a 10 % para uma concentracao final de 10 pug/ml. Em seguida, estes
peptideos foram agrupados em pools e combinados em matrizes (Quadro 3 e
Quadro 4).
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Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 Pool 6 Pool 7 Po ol8 Pool 9
Pool 10 Den3-Brazil-NS1-5- | Den3-Brazil-NS1-9- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
19 23 13-27 21-35 25-39 29-43 33-47 37-51 41-55
Pool 11 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
45-59 49-63 53-67 57-71 61-75 65-79 69-83 85-99 89-103
Pool 12 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
93-107 97-111 101-115 105-119 109-123 113-127 117-131 121-135 125-139
Pool 13 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
129-143 133-147 137-151 141-155 145-159 153-167 161-175 165-179 169-183
Pool 14 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
173-187 177-191 181-195 185-199 189-203 193-207 197-211 201-215 205-219
Pool 15 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
209-223 213-227 217-231 221-235 225-239 229-243 233-247 237-251 241-255
Pool 16 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
245-259 249-263 253-267 257-271 261-275 265-279 269-283 281-295 285-299
Pool 17 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1-
289-303 293-307 297-311 301-315 305-319 309-323 313-327 317-331 321-335
Pool 18 Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- Den3-Brazil-NS1- X X X X X

325-339

329-343

333-347

337-352

Quadro 3. Matriz dos pools de peptideos da proteina NS1
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Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 ool 6 Rool 7 Po ol8 Pool 9 Pool 10 Pool 11 Pool 12 Pool 13
Pool 14 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-1-15 NS3-5-19 NS3-9-23 NS3-13-27 NS3-17-31 NS3-21-35 NS3-25-39 NS3-29-43 NS3-33-47 NS3-37-51 NS3-41-55 NS3-45-59 NS3-49-63
Pool 15 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-53-67 NS3-57-71 NS3-61-75 NS3-65-79 NS3-69-83 NS3-73-87 NS3-77-91 NS3-81-95 NS3-85-99 NS3-89-103 NS3-93-107 NS3-97-111 NS3-101-115
Pool 16 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-105-119 | NS3-109-123 | NS3-113-127 | NS3-117-131 | NS3-121-135 | NS3-125-139 | NS3-129-143 | NS3-133-147 | NS3-137-151 | NS3-141-155 | NS3-145-159 | NS3-149-163 | NS3-157-171
Pool 17 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-161-175 | NS3-165-179 | NS3-169-183 | NS3-173-187 | NS3-177-191 | NS3-181-195 | NS3-185-199 | NS3-189-203 | NS3-193-207 | NS3-197-211 | NS3-201-215 | NS3-205-219 | NS3-209-223
Pool 18 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-213-227 | NS3-217-231 | NS3-221-235 | NS3-225-239 | NS3-229-243 | NS3-233-247 | NS3-237-251 | NS3-241-255 | NS3-245-259 | NS3-249-263 | NS3-253-267 | NS3-257-271 | NS3-261-275
Pool 19 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-265-279 | NS3-269-283 | NS3-273-287 | NS3-277-291 | NS3-281-295 | NS3-285-299 | NS3-289-303 | NS3-293-307 | NS3-297-311 | NS3-301-315 | NS3-305-319 | NS3-309-323 | NS3-313-327
Pool 20 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-317-331 | NS3-325-339 | NS3-329-343 | NS3-333-347 | NS3-337-351 | NS3-341-355 | NS3-345-359 | NS3-349-363 | NS3-353-367 | NS3-357-371 | NS3-361-375 | NS3-365-379 | NS3-369-383
Pool 21 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-373-387 | NS3-377-391 | NS3-381-395 | NS3-385-399 | NS3-389-403 | NS3-393-407 | NS3-397-411 | NS3-401-415 | NS3-405-419 | NS3-409-423 | NS3-413-427 | NS3-417-431 | NS3-421-435
Pool 22 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-425-439 | NS3-429-443 | NS3-433-447 | NS3-437-451 | NS3-441-455 | NS3-445-459 | NS3-449-463 | NS3-453-467 | NS3-457-471 | NS3-461-475 | NS3-465-479 | NS3-469-483 | NS3-473-487
Pool 23 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-477-491 | NS3-481-495 | NS3-485-499 | NS3-489-503 | NS3-493-507 | NS3-497-511 | NS3-501-515 [ NS3-505-519 | NS3-509-523 | NS3-513-527 [ NS3-517-531 | NS3-521-535 | NS3-525-539
Pool 24 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil-
NS3-529-543 | NS3-533-547 | NS3-537-551 | NS3-541-555 | NS3-545-559 | NS3-549-563 | NS3-553-567 | NS3-557-571 | NS3-561-575 | NS3-565-579 [ NS3-569-583 | NS3-573-587 | NS3-577-591
Pool 25 Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- Den3-Brazil- X X X X X X
NS3-581-595 | NS3-585-599 | NS3-589-603 | NS3-593-607 | NS3-597-611 | NS3-601-615 | NS3-605-619

Quadro 4. Matriz dos pools de peptideos da proteina NS3
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5.4.3 Obtencéao de IFN-y
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A obtencdo do IFN-y através dos ensaios ELISPOT foram realizados para

triagem de epitopos reativos do sorotipo DENV-3, de acordo com as recomendacodes

do kit comercial ELISPOT IFN-y humano da BD-Biosciences Pharmingen. NOs

iniciamos o0 mapeamento utilizando os ensaios ELISPOT através da triagem dos

pools de peptideos das proteinas NS1 e NS3 (quadro 5).

A | Poo1| rd1| Ro2| Poo2 | P3| Pod3 | Roi4 | R4 | Poas | Poos | Poois | PIE
B | Po7|Rd7| Ro8 | Poi8 | Poo9 | Pooi9 | Pod 10| Pooi 20 | Rool 11| ool 11 | Pool 12 | Podi 12
C Pool 13 | Pool 13 | Podl 14 | Pool 14 | Rool 15| Pod 15 | Pod 16 | Pool 16 | Pool 17 | Rodl 17 | Pod 18 | Podl 18
D B B Igv\lg X X X | Ro1l| Rdl| Pod2| Pod2 | Pooi3 | Pod3
E | Poi4| Ro4| Rol5 | Pod5 | Pod6 | Pool6 | RO 7| Ro7 | Podi8 | Pod8 | Pool9 | Pool9
F | Pod10|Pooi10| Pooi 11| Pooi 11| Rool 12| Podi 12 | Podl 13| Pool 13 | ool 14 | ool 14 | Poot 15 | Podl 15
G | Pod16 | Pool 16 | Podi 17| Podl 17| Rool 18| Pod 18 | Pool 19 | Pool 19 | Rodi 20 | Rool 20| Pooi 21 | Pod 21
H |Pod22|Pod22| Pooi23| Podi 23| ool 24| Podi 24 | Pod 25| Podi 25| B B | | x

Quadro 5. Modelo adotado para realizagdo dos ensaios ELISPOT em pools

NSL

NS3

Os pools que apresentaram reatividade nos ensaios imunoldgicos tiveram 0s

seus peptideos testados individualmente. Esses foram distribuidos nas placas de

ELISPOT conforme apresentado no quadro 6.
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A NS1 45- | NS1 45- NS1 NS193- | NS1 85- | NS1 85- NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1
59 59 93-107 107 99 99 173-187 | 173-187 | 201-215 | 201-215 | 105-119 | 105-119 | 105-119
B NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS141- | NS141- | NS165- | NS1 65- NS1 NS1 NS1
121-135 | 121-135 | 177-191 | 177-191 | 285-299 | 285-299 55 55 79 79 181-195 | 181-195 | 181-195
c NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1
185-199 | 185-199 | 209-223 | 209-223 | 237-251 | 237-251 | 241-255 | 241-255 | 245-259 | 245-259 | 253-267 | 253-267 | 253-267
D NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS1 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3
289-303 | 289-303 | 297-311 | 297-311 | 309-323 | 309-323 | 321-335 | 321-335 | 497-511 | 497-511 | 393-407 | 393-407 | 393-407
E NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3
389-403 | 389-403 | 385-399 | 385-399 | 413-427 | 413-427 | 485-499 | 485-499 | 493-507 | 493-507 | 525-539 | 525-539 | 525-539
E NS3 89- | NS3 89- NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3
103 103 177-191 | 177-191 | 181-195 | 181-195 | 185-199 | 185-199 | 209-223 | 209-223 | 277-291 | 277-291 | 277-291
G NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3 NS3
281-295 | 281-295 | 285-299 | 285-299 | 381-395 | 381-395 | 405-419 | 405-419 | 409-423 | 409-423 | 501-515 | 501-515 | 501-515
NS3 NS3 PMA
H 513-527 | 513-527 | IONO B B B B X X X X X X

Quadro 6. Modelo adotado para realizagdo dos ensaios ELISPOT por peptideo individual

Para realizagdo destes ensaios, as placas de ELISPOT foram sensibilizadas
com 100 pl do anticorpo de captura anti-IFN-y (5 pg/ml) diluidos em PBS pH 7,2
(salina tamponada com fosfato) e incubadas por 18h a 4C, cobertas com papel
aluminio. Em seguida, as placas foram lavadas 1x com 200 pl da solucdo de
blogueio RPMI-10 (meio RPMI-1640 contendo soro fetal bovino 10%;
penicilina/estreptomicina 1%; L-glutamina 2 mM), sendo incubadas (200 pl/poco)
com esta mesma solugdo por 2h a temperatura ambiente (TA). ApoOs incubacéo, a
solucdo de bloqueio foi descartada, e o0s pools de peptideos (100ul/poco)
adicionados, em duplicata, as placas na concentracao final de 10 pg/ml. A seguir, as
PBMCs dos pacientes (100 pL/poc¢o) foram adicionadas numa concentragao final de
1-3x10° células/poco diluidas em meio livre de soro (SFM). Como controles positivos
foram usados o acetato de forbol miristato (PMA — 2,5 pug/ml) e a ionomicina (250
ng/ml); e como controle negativo (CN), 100 pl meio sem soro fetal bovino (SFB). As
placas foram ent&o incubadas em estufa contendo 5% de CO, a 37T por 18h.

A suspensao celular foi aspirada mediante pressao a vacuo, e em seguida, as
placas foram lavadas 2x com agua estéril filtrada em um intervalo de 5min em cada
etapa, e 5x com o tampao de lavagem 1 (PBS contendo Tween 20 0,05%).
Posteriormente, 100 pl/pogo do anticorpo de detecc¢éo biotinilado (1:250), diluido em
PBS 10 (PBS contendo 10% SFB) foi adicionado as placas e incubado por 2h a TA.
A seguir, a enzima peroxidase conjugada a avidina diluida (1:100) em PBS 10 foi

adicionada as placas e incubada por 1h & TA. Nessas etapas de incubacdo tanto
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com o anticorpo de detecgdo quanto com o conjugado enziméatico, as placas foram
cobertas com papel aluminio.

ApOs esse periodo, as placas foram lavadas 5x com a solucao de lavagem 1
e 3x com PBS pH 7,2. A seguir, foram adicionados 100 ul do substrato AEC (3
amino-9-etil-carbazole) em cada poco. A reacao foi interrompida com agua filtrada
estéril apos 30 minutos. Posteriormente, apdés 18h, as placas foram analisadas e os
“spots” contados utilizando-se os programas Image Acquisition e CTL-Immunospot
(BD Biosciences) do analisador ImmunoSpot®. A média das duplicatas dos pocos foi
determinada e normalizada para células formadoras de spots (SFC) por 1 x 10°
PBMC. A figura 7 ilustra o principio da técnica ELISPOT.
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Figura 7. Etapas da técnica ELISPOT.

Fonte: BD Bioscences™

Legenda: A = sensibilizacéo da placa; B = bloqueio; C = Adicdo de PBMC; D = Citocina capturada; E
= Adi¢do do anticorpo biotinilado; F = Conjugado enziméatico; G = Substrato enziméatico

5.4.4 Anélise dos Ensaios

Para fins de avaliacdo das respostas obtidas pelos ensaios de ELISPOT, os
seguintes parametros foram analisados para identificacdo dos peptideos reativos:
P1= média do pool peptideos — 2* (DP) > média do CN; P2= média do pool
peptideos > média do CN + 2*DP; P3= média do pool peptideos — média do CN >
10; P4=P1+P2+P3 positivos; P5= média dos 25% resultados mais reativos pelo P4 +
3*EPM (erro padrdo da média). Assim, um dado pool era considerado positivo

quando esses cinco parametros eram considerados simultaneamente reagentes.
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A avaliacdo dos pools reativos através das matrizes de peptideos NS1 e NS3
possibilitou a identificagdo de um provavel peptideo como epitopo de célula T. Neste
caso, um novo modelo de ensaio de ELISPOT foi utilizado para compor os ensaios
individuais de cada peptideo.

A andlise dos ensaios individuais para cada peptideo obedeceu aos mesmos
parametros de avaliacdo dos ensaios em pools. Neste caso, nas respectivas
férmulas, substituimos o termo pool pelo peptideo considerado (peptideo candidato

a epitopo).

5.5 Tipagem dos Antigenos Leucocitarios Humanos (HL ~ A)

Os pacientes selecionados para triagem individual dos peptideos candidatos
foram submetidos a uma nova coleta de sangue (10 ml) com acido etilenodiamino
tetracético dipotassico (K2-EDTA,15 mg/ml sangue) para tipagem dos loci HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 e HLA-DQB1 através da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase com sequéncias de iniciadores especificas (PCR-SSP Unitray®,
Invitrogen™) de baixa resolugéo (BUNCE et al., 1995).

As amostras sanguineas coletadas em K2-EDTA foram centrifugadas a 200
Xg por 2 min, e o sobrenadante foi centrifugado a 1000 xg por 5 min. O sedimento,
contendo os leucécitos, foi ressuspenso em uma pequena quantidade de plasma

para contagem de células.

5.5.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico de cada amostra foi purificado através da ligacao seletiva
do DNA a uma membrana a base de silica na presenca de ions caotropicos
conforme recomendacbes do fabricante (Purelink// Genomic DNA kits —
Invitrogen/7). As células foram digeridas com proteinase K a 55C e todo residuo de
RNA removido por digestdo com RNAse antes de sua ligacdo a silica da membrana.

O lisado é misturado com etanol e tamp&o Purelink/7 Genomic Binding que permite
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a elevada ligacdo de DNA a coluna Purelink/7 Spin. O DNA liga a membrana de
silica na coluna e as impurezas sdo removidas através de lavagens com tampdes de
lavagem. Todo DNA gendmico foi entdo eluido da membrana com tampé&o de
eluicdo e amplificado através de PCR-SSP.

5.5.2 Amplificagcdo do DNA gendmico e eletroforese para identificacao alélica

O DNA gendmico foi amplificado através do método SSP Unitray®
(Invitrogend) com base na técnica de reacdo em cadeia da polimerase para
sequéncias especificas (PCR-SSP) de cada alelo HLA de classe | e de classe I
previamente descritas pelo Comité de Nomenclatura Internacional da Organizagao
Mundial de Saude (BUNCE et al, 1995). A reacdo de PCR ocorreu seguindo as
seguintes etapas: primeira, 1min a 96°C; segunda, cinco ciclos de 96°C — 25seg,
70°C — 50seg e 72°C — 45segq; terceira, 21 ciclos de 96°C — 25seg, 65°C — 50seq,
72°C — 45segq; quarta, 4 ciclos de 96°C — 25seq, 55 °C de 60seg e 72°C — 120seg;
quinta, manutengcdo a 4°C por tempo especifico. Posteriormente, os produtos de
PCR foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 2%. O gel foi preparado
em tampédo TBE 0,5x (Tris base, acido bérico e EDTA) com 2ul de 10 mg/ml de
brometo de etideo para cada 100 ml de solucdo de agarose. A separacao
eletroforética do DNA ocorreu a 100 volts/200mA por 30min. A seguir, o gel foi
fotografado e a identificacdo das bandas analisadas para cada locus com o auxilio
do software SSP Unitray®.

5.6 Ensaios de afinidade de ligacdo: peptideos imun  odominantes e alelos HLA-
DRB1

Os peptideos mais frequentes e candidatos a epitopos de células T foram
testados através de ensaio de inibicdo competitiva baseado em anticorpo de captura
para o gene HLA-DRB1 mediante colaboracdo com o grupo do Dr. Alessandro Sette

do La Jolla Institute for Allergy and Immunology (CA, USA). Foram considerados
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nesse estudo, onze alelos HLA-DRB1*: 0101; 0301; 0401; 0404; 0405; 0701; 0802;
0901; 1101; 1302; 1501 e seus respectivos peptideos ligante padrao, previamente

descritos por Sidney et al. (1998) e Southwood et al 1998, e apresentados no

Quadro 7.

Peptideo padréo

Alelo
HLA-DRB1*0101 YPKYVKQNTLKLAT
HLA-DRB1*0301 YKTIAFDEEARR
HLA-DRB1*0401 YARFQAQTTLKQKT
HLA-DRB1*0404 YARFQAQTTLQRAV
HLA-DRB1*0405 YARFQAQTTLKQKT

HLA-DRB1*0701

QYIKANSKFIGITE

HLA-DRB1*0802

QYIKANSKFIGITE

HLA-DRB1*0901

QYIKANSKFIGITE

HLA-DRB1*1101

QYIKANSKFIGITE

HLA-DRB1*1302

QYIKANAKFIGITE

HLA-DRB1*1501

VVHFFKNIVTPRTPPY

Quadro 7. Ensaios de ligagdo moléculas HLA-DRB1 e o seu respectivo peptideo ligante padrao

Resumidamente, as moléculas DR foram purificadas de fibroblastos

transfectados por cromatografia de alta afinidade. As moléculas DR purificadas em

concentracbes variaveis entre 5 e 500 nM foram incubadas com peptideos

candidatos em varias concentracdes e com um peptideo controle marcado com
radioisotipo (15000 cpm, 0,1-1,0 nM) por 48h em PBS contendo 0,05-0,15% de

Nonidet P-40 em presenca de um coquetel inibidor de protease (SIDNEY et al.,

1998). A ligacdo do HLA ao peptideo marcado foi determinada por complexos de

captura HLA-peptideo em placas Lumitrac 600 previamente sensibilizadas por

anticorpos especificos (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Alemanha). Esta ligacao foi
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contada por minuto utilizando-se um microcintilador (Packard Instrument Co.,
Meriden, CT, USA). A concentracdo do peptideo teste necessaria para inibir 50% de
ligacdo do peptideo controle (IC50) foi entdo determinada. Os peptideos foram
tipicamene testados em seis concentracbes diferentes com variacbes de até

100.000x em trés ou mais ensaios independentes.

5.7 Predicao dos epitopos reativos de células T

A analise de bioinformatica com base em metodologias computacionais
avancadas foi realizada utilizando-se a sequéncia dos peptideos das proteinas NS1
e NS3 do sorotipo DENV-3, mais frequentementes reativos nos ensaios de
ELISPOT, e portanto, candidatos a epitopos de células T. O Artificial Neural Network
(ANN) foi 0 método escolhido para a predi¢cdo epitopos de células T para os alelos
HLA de classe | dos genes A e B através das ferramentas de analise de predicéao

disponiveis no The Immune Epitope Database 2.0 (IEDB, www.iedb.org) até

setembro de 2010, o qual fornece um catalogo de epitopos de celulas T e B
experimentalmente caracterizados, bem como experimentos sobre ensaios de
ligacdo de um dado peptideo ao locus HLA (VITA et al., 2010). O algoritmo de
predicdo foi utilizado para identificar as moléculas HLA com diferentes afinidades
para os peptideos analisados. Peptideos com valores IC50 previsto < 50 nm, foram
considerados de alta afinidade, < 500 nM afinidade intermediaria e < 5000 nM baixa
afinidade (ZHANG; LUNDEGAARD; NIELSEN, 2009). Em seguida, as previstas
moléculas HLA com diferentes afinidades para os peptideos analisados foram
classificadas de acordo com a definicdo de supertipos de HLA descrito por Sidney et
al (2008). Para os alelos HLA de classe I, DRB1, a afinidade foi obtida através do
método consensus e representada em percentil (VITA et al., 2010).

Convém mencionar que os algoritmos disponiveis para determinacdo da
afinidade de peptideos ligantes para o gene C de classe | e os genes DP e DQ de
classe Il, ainda estdo em fase muito preliminar. Portanto, nés consideramos nesta
predicéo os alelos HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1.
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5.8 Anélise Estatistica

Analise de associacdo entre os diferentes grupos: tipo de infec¢ado: (primaria x
secundéaria); formas clinicas: (DC x DCC x FHD); frequéncia de um dado alelo HLA e
a resposta aos ensaios de ELISPOT aos peptideos virais (positivo x negativo) foi
realizada através do teste de Fisher ou do teste do qui-quadrado para analise
multivariada e de regressao logistica. Os resultados incluiram o valor p e a “odds
ratios” (OR). O valor de p indica a evidéncia para rejeitar a hipotese nula de OR=1
(sem associacgédo). A OR reproduzida é a probabilidade condicional méxima estimada
[conditional maximum likelihood (CML) estimate].

Em acréscimo, o efeito combinado entre a presenca de um dado alelo HLA e
a resposta positiva para um dado peptideo nos ensaios de ELISPOT influenciando a
gravidade da doenca através de um modelo de regressdo logistica foi realizado.
Neste caso, a gravidade da doenca (DC x DCC) foi considerada como a variavel
resposta, e o alelo HLA (presente ou ausente) e a resposta ELISPOT ao peptideo
(positiva x negativa) como variaveis preditoras, seguindo a formulagédo padrao: log-
odds da DCC = Bo + Bilpresenca + p.lpositivo + Bslpresenca:positivo, onde Ix €
uma varidvel binéria, a qual tem o valor 1 se o evento X ocorrer e 0 se 0 evento X
nao ocorre. Assim, considerando cada alelo A e o peptideo P, temos: log-odds de
DCC =By se o paciente ndo tem A e P € negativo; log-odds de DCC =3+ B1Se 0
paciente tem A e P é negativo; log-odds de DCC = By + B2 se o0 paciente ndo tem Ae
P é positivo; log-odds de DCC = o + B1 + B2 + B3 Se 0 paciente tem A e P é positivo.
Portanto, o efeito combinado € dado pelo B3 # 0; sendo B3> 0, indicador de aumentar
o risco de dengue hemorragica; e B3 < 0, indicador de diminuir o risco de gravidade
da doenca. O valor p corresponde ao teste do qui-quadrado para o coeficiente Bs.

A associagao existente entre a resposta dos ensaios de ELISPOT a um dado
peptideo e a afinidade de ligacdo ao gene HLA-DRB1 foi realizada através do
coeficiente de Pearson e teste monocaudal. A IC50 foi normalizada para cada alelo
subtraindo-se o valor da afinidade obtida por um numero extremamente grande,
resultando em novo valor diretamente proporcional com maior afinidade de ligacao,
com zero significando nenhuma afinidade. Para cada peptideo nés avaliamos o perfil
de afinidade dos nove alelos (01, 03, 04, 07, 08, 09, 11, 13 e 15) com o valor

normalizado e o perfil de resposta positiva aos nove alelos, ou seja, um vetor de
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proporcdo cuja razdo € o numero de pacientes positivos para o alelo em
guestdo/total de pacientes. Como nossa tipagem HLA foi realizada em baixa
resolucao (dois digitos), os dados de afinidade estavam contidos para valores finais
“01” (0101, 0301, etc), com excecdo para os alelos 0401, 0404 e 0405, para os quais
utilizamos a mediana das trés afinidades.

Todos os dados foram compilados e todas as andlises realizadas utilizando-
se o software estatistico R versao 2.5 (IHAKA; GENTLEMAN, 1996).

5.9 Aspectos éticos

O presente trabalho € um subprojeto da proposta “ldentificacdo de
marcadores bioldgicos preditivos de respostas clinicas ao dengue atraves de analise
protedmica” envolvendo o CPgAM/FIOCRUZ (Brasil) e a Johns Hopkins University
(EUA). Desta forma, os individuos participantes deste estudo (ou seus responsaveis
legais) foram selecionados e convidados a participar desta pesquisa mediante termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) - (APENDICE B), elaborado de acordo
com os procedimentos éticos, aprovado através do Comité de Etica em Pesquisa do
CPgAM/FIOCRUZ n° 07/2007 (ANEXO A) e da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — CONEP — n° 4909 (ANEXO B) — do Ministério da Saude do Brasil. Em
acréscimo, devida a cooperacao estrangeira existente entre o Departamento de
Virologia e Terapia Experimental (LAVITE), Recife, Brasil e a Universidade Johns
Hopkins, em Baltimore, Maryland, Estados Unidos, os aspectos éticos desta

proposta também foram revisados conforme protocolo JHM-IRB-3: 03-08-27-1.
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6 RESULTADOS

6.1 Selecdo dos peptideos entre os ensaios de  pools

6.1.1 Caracterizacdo da populacao de estudo

O mapeamento de epitopos de células T das proteinas NS1 e NS3 do DENV-
3 iniciou com a realizacdo de ensaios de ELISPOT para IFN-y utilizando-se
peptideos sintéticos agrupados em pools em formato de matrizes. Setenta e seis
peptideos de NS1 agrupados em 18 pools (matriz 9x9) e cento e cinquenta
peptideos de NS3 agrupados em 25 pools (matriz 12x13) foram utilizados para
triagem em cinquenta e dois (n = 52) pacientes DENV-3 positivos. Entretanto, os
ensaios (n = 32) com elevada resposta inespecifica (background), positivos a
apenas um unico pool, com numero de células insuficiente ou em baixa viabilidade
ou ainda sem resposta especifica, foram excluidos deste estudo.

Assim, vinte ensaios (n=20) que obtiveram ao menos dois pools positivos e
qgue permitiram identificar o provavel peptideo reativo através da matriz, foram
reunidos e os peptideos mais frequentemente reativos nestes ensaios, selecionados
para teste individual. Dentro dessa amostragem, a idade dos pacientes esteve
compreendida entre 08 e 69 anos, sendo 60% do sexo masculino e 40% do sexo
feminino. Além disso, oito pacientes foram classificados como portadores da dengue
classica, nove com a forma classica complicada e trés com a forma hemorragica da
doenca. Entre estes, doze apresentaram infeccdo primaria e oito a infeccdo
secundéaria. A Tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas dos pacientes

selecionados para o mapeamento de epitopos em pools.
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Tabela 1 Caracteristicas da populagdo de estudo (n=20) utilizada para triagem do mapeamento de
epitopos através de matrizes de peptideos em pools

Paciente Idade Sexo Forma Clinica Tipo de Infecgéo
339 61 F FHD Primaria
347 39 M DC Secundaria
355 58 M DCC Primaria
361 15 M DC Secundaria
372 23 M DC Primaria
382 27 M DC Secundaria
394 8 M DCC Primaria
400 47 M DCC Primaria
402 13 M DCC Primaria
405 12 M DCC Primaria
406 10 F DCC Primaria
411 37 F DC Primaria
420 37 F FHD Secundaria
428 69 M FHD Secundaria
436 12 F DC Secundaria
446 13 M DC Secundaria
559 33 F DCC Primaria
571 24 F DCC Primaria
582 41 M DC Secundaria
608 34 F DCC Primaria

Nota: DC=Dengue Classica; DCC=Dengue Classica Complicada; FHD= Febre Hemorragica da

Dengue

6.1.2 Peptideos

A identificagdo dos pools reativos observando-se 0s cinco parametros
considerados (item 5.4.4) e a analise de interseccao desses pools através da matriz
de peptideos permitiu-nos enumerar os peptideos mais freqientes dentro dessa
populacdo de estudo. Desta forma, vinte dois (n=22) peptideos da proteina NS1
com frequiéncia maior ou igual a 10% nos ensaios ELISPOT (Figura 8A) e vinte e um
(n=21) peptideos de NS3 com freqiéncia maior ou igual a 25% nestes ensaios
(Figura 8B) foram considerados potenciais candidatos a epitopos de células T e

tiveram, portanto, sua imunogenicidade testada individualmente.
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A B
Figura 8. Frequencia dos peptideos da proteina NS1 (A) e NS3 (B) selecionados através de matriz para
teste individual

6.2. Selecao dos peptideos em ensaios individuais

6.2.1 Caracterizacdo da populacao de estudo

Os peptideos candidatos a epitopos de células T tiveram sua reatividade
testada individualmente através de ELISPOT para IFN-y entre cinquenta e dois (n =
52) pacientes caracterizados como dengue positivo para o sorotipo 3. A idade dos
pacientes esteve entre 05 e 42 anos. Nenhum caso de FHD foi comprovadamente
determinado conforme critérios da OMS (1999). Entretanto, doze pacientes foram
categorizados como dengue classica complicada (DCC), os quais apresentavam
sintomatologia da dengue classica acompanhada com manifestacdes hemorragicas
e trombocitopenia < 100.000/mm?®. N&o houve diferenca significativa entre os sexos,
sendo 25 pacientes femininos e 27 pacientes masculinos, e a maioria dos pacientes
(n=33) apresentaram infec¢cBes secundarias. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas
demograficas destes pacientes.
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Tabela 2. Caracteristicas da populagao de estudo (n=52) utilizada para 0 mapeamento de epitopos os peptideos candidatos

(continua)
Paciente Idade Sexo Forma Clinica Tipo de Infecgéo
641 7 F DC Priméria
721 6 M DCC Priméria
750 5 F DC Priméria
751 25 F DCC Primaria
760 6 M DC Primaria
764 9 F DCC Primaria
765 30 F DC Secundéaria
770 10 M DC Primaria
775 12 M DC Secundéaria
776 7 M DCC Secundéaria
777 11 M DC Inconclusiva
778 7 M DCC Inconclusiva
784 7 F DCC Secundéaria
787 19 F DC Primaria
788 11 F DC Secundéaria

790 6 M DC Secundaria
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Tabela 2. Caracteristicas da populagao de estudo (n=52) utilizada para 0 mapeamento de epitopos os peptideos candidatos

(continua)
Paciente Idade Sexo Forma Clinica Tipo de Infeccdo

792 41 M DC Secundaria
799 12 F DC Priméria

800 9 M DCC Secundaria
801 6 M DC Secundaria
802 11 F DC Secundaria
803 ND F DC Secundaria
804 ND M DC Secundaria
805 8 M DC Priméria

807 10 F DC Priméaria

809 5 M DC Priméaria

810 28 M DC Secundaria
811 6 F DCC Secundaria
813 32 F DC Secundaria
814 11 M DCC Priméaria

819 5 F DC Secundaria

820 9 F DC Secundaria
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Tabela 2. Caracteristicas da populagao de estudo (n=52) utilizada para 0 mapeamento de epitopos os peptideos candidatos (cont)

(continua)
Paciente Idade Sexo Forma Clinica Tipo de Infeccdo

821 8 M DC Secundaria
823 13 F DC Secundaria
826 8 M DC Secundaria
827 12 F DC Priméaria

828 12 M DC Secundaria
829 12 F DC Priméria

830 6 M DCC Priméria

832 7 F DC Secundaria
833 13 F DC Secundaria
835 9 F DC Priméaria

837 42 M DC Secundaria
839 12 F DC Secundaria
842 12 M DC Secundaria
843 6 M DC Secundaria
846 13 M DC Secundaria
847 8 M DCC Secundaria
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Tabela 2. Caracteristicas da populacao de estudo (n=52) utilizada para 0 mapeamento de epitopos os peptideos candidatos (cont)

(concluséo)

Paciente Idade Sexo Forma Clinica Tipo de Infeccdo
849 12 M DCC Secundaria
850 11 M DC Secundaria
853 8 F DC Secundaria
856 13 F DC Secundaria

Nota: DC=Dengue Classica; DCC=Dengue Classica Complicada; ND=nao determinado
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6.2.2 Peptideos da proteina NS1

Analisando esta nova populacdo de estudo, a resposta positiva nos ensaios
de ELISPOT a pelo menos um peptideo ocorreu em 73% (n=38) dos pacientes
utilizando-se os 22 peptideos candidatos da proteina NS1. Desta forma, o0s
peptideos com freqliéncia superior ou igual a 15% (n=16), considerando-se apenas
0s ensaios reativos (n=38) foram propostos como potenciais epitopos de células T
(Figura 9).
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Figura 9. Frequéncia dos peptideos da proteina NS1 considerando-se os ensaios individuais

6.2.3 Peptideos da proteina NS3

De forma semelhante, avaliando-se a resposta positiva aos ensaios
realizados com os 21 peptideos candidatos da proteina NS3, 57,7% (n = 30) dos
pacientes foram responsivos a pelo menos um peptideo. Assim, os peptideos com
frequéncia superior ou igual a 20% (n = 14), considerando-se apenas 0S ensaios

reativos (n = 30) foram propostos como potenciais epitopos de células T (Figura 10).
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Figura 10. Frequéncia dos peptideos da proteina NS3 considerando-se os ensaios individuais

6.3 Identificacdo dos antigenos leucocitarios human  os (HLA)

Uma das caracteristicas dos epitopos de células T é que eles devem ser
processados por outra célula e apresentados através de moléculas MHC. Desta
forma, entre a populagéo de estudo utilizada para triagem dos peptideos
individualmente (n = 52), quarenta e trés (n = 43) pacientes tiveram seus haplotipos
HLA tipados para os loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 e HLA-DQBL1 através da
técnica de PCR-SSP de baixa resolucao. Infelizmente, nove pacientes nao foram
localizados para um novo recrutamento de amostras e foram excluidos de nosso
estudo.

Dentro da nossa populacdo de estudo, os alelos mais frequientes foram HLA-
A*02 (n=18), HLA-B*08 (n=08), HLA-C*07 (n=21), HLA-DRB1*07 (n=11) e HLA-
DQB1*03 (n=18). A tabela 3 apresenta os resultados da tipagem HLA desses

pacientes.
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Tabela 3. Tipagem dos loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQBL1 dos pacientes (n=43) utilizados na triagem individual dos peptideos candidatos a
epitopos de células T

(continua)
Paciente HLA-A* HLA-B* HLA-C* HLA-DRB1* HLA-DQB1*
641 23 31 7 15 7 7 7 8 2 4
721 2 33 41 45 16 17 3 ND 4 6
750 2 74 45 ND 4 45 8 13 3 4
751 30 31 39 ND 7 15 8 15 4 6
760 34 ND 14 40 8 8 7 7 2 ND
764 2 24 45 51 15 16 10 13 5 6
765 2 68 50 51 6 15 8 13 3 6
770 3 30 ND ND 4 5 13 13 6 ND
775 23 66 44 58 4 6 7 15 2 6
776 1 26 8 38 7 12 7 7 2 3
778 1 2 8 8 7 ND 3 3 2 ND
784 2 11 15 51 3 15 4 9 3 3
787 26 31 40 41 3 7 4 11 2 3
788 2 29 15 58 6 8 11 13 3 6
790 24 31 40 51 15 15 4 4 3 3
799 2 68 51 ND 4 16 13 13 3 5
801 2 30 15 35 4 14 14 14 3 3
802 24 ND 18 44 5 ND 3 3 2 3
804 24 31 39 ND 3 7 4 8 3 4
805 11 25 7 18 7 12 15 16 5 6
807 2 29 51 ND 4 4 8 13 4 6
809 1 11 13 57 6 ND 7 7 2 ND
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Tabela 3. Tipagem dos loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQBL1 dos pacientes (n=43) utilizados na triagem individual dos peptideos candidatos a
epitopos de células T
(concluséo)

Paciente HLA-A* HLA-B* HLA-C* HLA-DRB1* HLA-DQB1*
810 1 31 15 41 7 16 4 8 3 4
811 2 24 27 58 7 7 4 7 2 3
813 2 68 7 39 7 7 8 13 4 6
814 66 68 15 58 3 6 13 15 3 6
819 2 3 48 51 4 15 1 4 3 5
820 2 3 48 51 4 15 1 4 3 5
821 1 2 8 14 7 8 1 7 2 5
826 24 34 18 44 5 ND 3 4 2 3
827 68 ND 14 40 3 8 1 1 5 ND
828 1 2 15 58 3 4 4 13 3 6
829 3 29 7 13 6 7 1 9 2 5
830 24 68 8 51 7 16 7 0 2 ND
833 24 ND 8 50 6 7 7 13 2 ND
835 2 31 38 39 7 12 4 8 4 ND
842 2 23 15 56 1 2 1 7 2 5
846 1 24 8 15 7 ND 14 15 3 6
847 30 32 7 8 7 7 14 15 6 ND
849 30 31 8 35 4 7 3 8 2 4
850 1 29 7 44 7 16 7 15 2 6
853 23 68 49 51 7 15 8 9 3 3
856 3 24 7 18 5 7 5 15 2 6

Nota: Tipagem HLA realizada através de PCR-SSP de baixa resolu¢cdo. ND=nao determinado
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6.3.1 Classificacao dos antigenos leucocitarios humanos em supertipos

Posteriormente, em atencao a classificacao proposta por Sidney et al., (2008),
nds também classificamos os alelos HLA-A e HLA-B de classe | em supertipos
(Tabela 4). Nesta classificacdo, os supertipos HLA-A*02, HLA-A*03, HLA-B*07 e

HLA-B*44 foram os mais frequientes dentro da populagcéo de estudo.
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Tabela 4.Classificac@o dos alelos HLA-A e HLA-B em supertipos

(continua)
Paciente Supertipos HLA-A Supertipos HLA-B

Alelo 1 Supertipo Alelo 2 Supertipo Alelo 1 Supert  ipo Alelo 2 Supertipo
641 23 24 31 3/SC 7 7/SC 15 7/127144/58/62/SC
721 2 2 33 3/SC 41 44/ SC 45 441 SC
750 2 2 74 3 45 44/ SC ND ND
751 30 1/3/SC 31 3/SC 39 27/sC ND ND
760 34 3/SC ND ND 14 27/SC 40 441 SC
764 2 2 24 24 | SC 45 44/ SC 51 7/SC
765 2 2 68 2/3/SC 50 44 51 7/SC
770 3 3 30 1/3/SC ND ND ND ND
775 23 24 66 3 44 7/44162/SC 58 58
776 1 1 26 1/sC 8 8/SC 38 7/271SC
778 1 1 2 2 8 8/SC 0 8/SC
784 2 2 11 3 15 7/27144158/62/SC 51 7/SC
787 26 1 31 1/3/SC 40 27144/ SC 41 441 SC
788 2 2 29 1/24/SC 15 7/127144158/62/SC 58 58
790 24 24 | SC 31 3/SC 40 44/ SC 51 7/SC
799 2 2 68 2/3/SC 51 7/SC ND ND
801 2 2 30 1/3/SC 15 7/127144/58/62/SC 35 7127162 /SC
802 24 24/ SC ND ND 18 44/ SC 44 7144162/ SC
804 24 24/ SC 31 1/3/SC 39 27/sC ND ND
805 11 3 25 1 7 7/SC 18 441 SC
807 2 2 29 1/24/SC 51 7/SC ND ND
809 1 1 11 3 13 62/ SC 57 58
810 1 1 31 1/3/SC 15 7/127144158/62/SC 41 441 SC
811 2 2 24 24 | SC 27 27/SC 58 58
813 2 2 68 2/3/sC 7 7/SC 39 27/sC
814 66 3 68 2/3/sC 15 7/127144/58/62/SC 58 58
819 2 2 3 3 48 SC 51 7/SC
820 2 2 3 3 48 SC 51 7/SC
821 1 1 2 2 8 8/SC 14 271SC
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(concluséo)

Supertipos HLA-A

Supertipos HLA-B

Paciente

Alelo 1 Supertipo Alelo 2 Supertipo Alelo 1 Supert  ipo Alelo 2 Supertipo
826 24 24 | SC 34 3/SC 18 44/ SC 44 7144162/ SC
827 68 2/3/SC ND ND 14 27/SC 40 27144/ SC
828 1 1 2 2 15 7/127144158/62/SC 58 58
829 3 3 29 1/24/SC 7 7/SC 13 SC
830 24 24 | SC 68 2/3/SC 8 8/SC 51 7/SC
833 24 24 | SC ND ND 8 8/SC 50 44
835 2 2 31 1/3/SC 38 71271SC 39 27/sC
842 2 2 23 24 15 7/127144158/62/SC 56 7/SC
846 1 1 24 24/ SC 8 8/SC 15 7/127144/58/62/SC
847 30 1/3/SC 32 1 7 7/SC 8 8/SC
849 30 1/3/SC 31 1/3/SC 8 8/SC 35 7127162/SC
850 1 1 29 1/24/SC 7 7/SC 44 7144162/ SC
853 23 24 68 2/3/SC 49 44/ SC 51 7/SC
856 3 3 24 24 | SC 7 7/SC 18 44 ] SC

Nota: Esta classificacdo esta de acordo com Sidney et al. (2008).
Legenda: ND=n&o determinado. SC=sem classificacdo
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6.4 Associacao entre o peptideo e o HLA

Para verificarmos se existe associacdo entre a presenca de um dado alelo
HLA e a resposta positiva ao peptideo nos ensaios de ELISPOT, nés analisamos o
tipo de resposta dos 30 peptideos candidatos (16 peptideos de NS1 e 14 peptideos
de NS3) nos ensaios ELISPOT (positiva X negativa) e a presenca de cada alelo
dentro da populacdo de estudo (n=40). Entre os 43 pacientes genotipados e
utilizados na triagem individual dos peptideos candidatos, 3 apresentaram resposta
negativa a todos os 30 peptideos e foram excluidos deste estudo. Os resultados
foram expressos através de uma probabilidade condicional maxima estimada (CML),
representada aqui pela odds ratio (OR). O teste bicaudal de Fisher foi utilizado para

OR # 1 e o valor de p foi indicado em cada caso (Tabela 5).
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(continua)

Peptideo

Sequéncia

Pacientes Respondedores

Associacdo HLA
(Supertipos)

Odds ratio (CML)

NS1_41_55 RLATAIAGAWENGVC

NS1_65_79_ NLLWKQIANELNYIL

NS1_85 99 KLTVVVGDIIGVLEQ

NS1_121_135_ AKIVTAETQNSSFII

NS1_209_223_SWKLEKASLIEVKTC

NS1_285_299 VITENCGTRGPSLR

NS3_177_191 PELEEEMFKKRNLTI

P641, P760, P787, P788,

P804, P827, P842, P849, P853

P775, P787,P788, P804,

P826, P828, P842, P853

P641, P751, P760, P787, P801, P826, P828, P829, P835, P849,
P853

P751, P760, P787, P788, P804, P809, P826, P835, P853

P760, P778, P787, P799, P804,P807,P809,P810,P811,P819,
P820,P821, P826, P830, P833,
P842,P846,P847,P849,P850,P853,P856

P760, P788, P804, P811,
P826, P828, P853

P760, 787, P788, P790,
P802, P842, P853

HLA-A*23 (A24)
HLA-B*40 (B27,B44,SC)

HLA-C*8 (desconhecido)

HLA-A*23 (A24)

HLA-A*31 (A01,03, SC)

HLA-A*34 (A03,SC)

HLA-B*39 (B27,SC)

HLA-B*8 (B08,SC)

HLA-A*34

(A03, SC)

HLA-B*58
(B58)

HLA-B*40
(B44, SC)

OR = 12,96 p=0,028
OR = 11,47 p=0,036

OR = 11,21 p=0,038

OR = 12,96 p=0,028

OR = 5,27 p=0,033

OR =Inf, p=0,048

OR = 12,52, p=0,030

OR = 6,85 p=0,047

OR = Inf p=0,027
OR =8,45, p=0,035

OR=15,18 p=0,020
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(concluséo)

Peptideo

Sequéncia

Pacientes Respondedores

Associagédo HLA (Supertipos)

Odds ratio (CML)

NS3_185_199 - KKRNLTIMDLHPGSG

NS3_209_223_VREAIKRRLRTLILA

NS3_285_299_ DEAHFTDPASIAARG

NS3_381_395_ KKVIQLSRKTFDTEY

NS3_525_539_RLKGESRKTFVELMR

P775, P787, P788, P790,
P802, P809, P814, P853

P751, P760, P787, P788,
P802, P819, P853

P760, P775, P787, P788,

P790, P799, P811, P828

pP787, P760, P788, P804, P811, P853

P750, P760, P765, P775,
P787, P788, P804, P811

HLA -A*66 (A03)
HLA-C*06 (desconhecido)
HLA-DR*11
HLA-DR*11
HLA-B*40 (B44, SC)

HLA-B*58

(B58)

HLA-DR*11 (DR11)

HLA-B*58 (B58)

HLA-DR*11

OR=Inf p=0,037
OR=7,36 p=0,021
OR=Inf p=0,030
OR=Inf p=0,025
OR=13,74 p=0,025

OR=19,80 p=0,005

OR=Inf p=0,021

OR=7,58 p=0,044

OR=Inf p=0,040

Nota: OR=0dds ratio; Inf= infinito. OR=Inf: A probabilidade maxima de apresentacdo peptideo:HLA nado pode ser estimada com preciséo devido ao pequeno
valor amostral, o que ocasiona falta de observacfes em algumas das posi¢cdes na matriz 2x2.
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6.5 Associacao entre o peptideo e a forma clinicad a doencga

Verificou-se a existéncia de associacao entre a resposta positiva ao peptideo
e a gravidade da doencga. Contudo, entre a populagdo utilizada para os ensaios
individuais ndo havia casos de FHD. Assim, consideramos aqui gravidade da doenca
os casos de DCC. A OR (CML) e o respectivo valor de p foram gerados através de
uma tabela de contingéncia 2x2. A analise dos resultados revelou que apenas o
peptideo NS1 297 311 mostrou associacdo significativa com a gravidade da
doenca (p=0,041; OR=5.417).

Convém mencionar que foi também verificada a associacdo entre a resposta
positiva ao peptideo candidato e o tipo de infeccao (primaria x secundaria). Contudo,

nenhuma associacéo significativa foi encontrada.

6.6 Efeito combinado do peptideo:HLA na severidade da doenca

6.6.1 Forma clinica

Com o objetivo de avaliar se o efeito combinado peptideo:HLA influencia a
gravidade da doenca, foi investigada a interacao desses dois fatores favorecendo ou
diminuindo o risco de desenvolver a dengue complicada. Neste sentido, foi
construido um modelo de regressao logistica tendo a gravidade da doenca como
variavel resposta (log-odds para DCC), e o alelo HLA (presenca x auséncia) e a
resposta ao peptideo (positiva x negativa) nos ensaios de ELISPOT como variaveis
preditoras. O valor de p e 0 log-odds ratio para DCC estédo indicados na Tabela 6.
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99

(continua)

Peptideo — Sequéncia

Associagdo HLA

Log odds-ratio para DCC

NS1_41_55 -RLATAIAGAWENGVC

NS1 45-59 - AIAGAWENGVCGIRS

NS1_85_99 - KLTVVVGDIIGVLEQ

NS1 177-181- QLCDHRLMSAAVKDE

NS1_237_251 - LESDMIIPKSLAGPI

NS1 201-215 -WIESQKNGSWKLEKA

NS1 297-311 - SLRTTTVSGKLIHEW

NS1 289_303- ENCGTRGPSLRTTTV

HLA-B*35
HLA-C*04
HLA-A*31
HLA-B*39
HLA-A*31
HLA-DR*8

HLA-DQ*4

HLA-A*24

HLA-A*30

HLA-B*39

HLA-B*58
HLA-C*06
HLA-DQ*06

HLA-A*24

Log OR= 34,70, p<0,04
Log OR=38,81, p<0,003
Log OR=18,27, p<0,045
Log OR=54,62, p<0,010
Log OR=17,52, p<0,044
Log OR=17,96, p<0,039

Log OR=18,11, p<0,049

Log OR=18,88, p<0,024

Log OR= - 34,97, p<0,049

Log OR=36,20, p<0,041

Log OR=33,93, p<0,046
Log OR=34,09, p<0,049
Log OR=18,65, p,0,032

Log OR=18,00,p<0,048
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(concluséo)

Peptideo — Sequéncia

Associagdo HLA

Log odds-ratio para DCC

NS1_309_323-HEWCCRSCTLPPLRY

NS3_89_103_ WQKGEEVQVIAVEPG

NS3_181_195 -EEMFKKRNLTIMDLH

NS3_209_223 — VREAIKRRLRTLILA

NS3_285_299- DEAHFTDPASIAARG

NS3_405_419- FVVTTDISEMGANFK

NS3_493_507 — KMLLDNINTPEGIIP

NS3_497_511 - DNINTPEGIIPALFE

HLA-A*24

HLA-A*24

HLA-A*24

HLA-B*39

HLA-C*07
HLA-A*31
HLA-B*39
HLA-DQ*04
HLA-A*11
HLA-A*11
HLA-B*51
HLA-C*15

HLA-DQ*03

Log OR=35,05, p<0,005

Log OR=18,63, p<0,032

Log OR=18,88, p<0,024

Log OR=54,67, p<0,007

Log OR=36,61,p <0,019
Log OR=19,00, p<0,022
Log OR=54,80,p<0,004
Log OR=18,93, p<0,023
Log OR=34,36, p<0,025
Log OR=34,61, p<0.020
Log OR=18,95, p<0.023
Log OR=18,44, p<0.038

Log OR=17,47, p<0,043
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6.6.2 Tipo de infeccéo

Para avaliar se o fato de um individuo ter tido contato prévio com a sequéncia
candidata (infeccdo secundaria) influencia a apresentacdo desta sequéncia pelo
alelo HLA considerado na gravidade da doenca, nds construimos um modelo de
regressao logistica tendo como variavel resposta a influencia da infeccéo secundaria
na gravidade da doenca (log-odds da infeccéo secundaria), e o alelo HLA (presenca
X auséncia) e a resposta ao peptideo (positiva x negativa) nos ensaios de ELISPOT
como variaveis preditoras. O valor de p e o log-odds ratio para infeccdo secundaria

estao indicados na Tabela 7.
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Tabela 7. Efeito combinado da resposta positiva ao peptideo candidato e o genétipo HLA no status da infeccao

102

(continua)

Peptideo — Sequéncia

Associagdo HLA

Log Odds Ratio para
Infeccdo Secundaria

NS1_41 55 - RLATAIAGAWENGVC

NS1 45-59 - AIAGAWENGVCGIRS

NS1_85_99 - KLTVVVGDIIGVLEQ

NS1_121_135 - AKIVTAETQNSSFII

NS1 177-181- QLCDHRLMSAAVKDE

NS1 181_195_HRLMSAAVKDERAVH

NS1 65-79 - NLLWKQIANELNYIL

NS1 201-215- WIESQKNGSWKLEKA

NS1 209-223 — SWKLEKASLIEVKTC

HLA-B*40

HLA-B*14

HLA-C*08

HLA A*31

HLA C*04

HLA-A*01

HLA-A*34

HLA-C*04

HLA-A*26

HLA-B*41

HLA-C*06

HLA-B*51

HLA-DR*01

HLA-DQ*05

Log OR= - 34,83, p=0,049

Log OR=34,62, p=0,017
Log OR=18,24, p=0,044
Log OR= - 17.36, p=0.045
Log OR=18.11, p0.012

Log OR = - 34,44, p=0,036

Log OR = - 34,39, p=0,046

Log OR=17,52, p=0,030
Log OR= - 35,45, p=0,022
Log OR = -35,23, p=0,027

Log OR=18,04, p=0,032

Log OR= - 17,68, p=0,021
Log OR=34,34, p=0,020

Log OR=17,39, P=0,042
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Tabela 7. Efeito combinado da resposta positiva ao peptideo candidato e o genétipo HLA no status da infeccao

(continua)
Peptideo — Sequéncia Associagdo HLA Log Odds Ratio para
Infeccdo Secundaria

NS1 241-255 - MIIPKSLAGPISQHN HLA-A*68 Log OR= 18,14, p=0,038
NS1 253-267_QHNHRPGYHTQTAGP HLA-C*4 Log OR= - 18,23, p=0,029
NS1_309_323-HEWCCRSCTLPPLRY HLA-A*24 Log OR= - 18,25, p=0,037
NS1 289 _303- ENCGTRGPSLRTTTV HLA-A*03 Log OR= - 32,91,p=0,044
HLA-A*29 Log OR= - 33,00, p=0,025
HLA-B*51 Log OR= - 19,16, p=0,006

HLA-C*03 Log OR= 18,61, p=0,019
HLA-C*16 Log OR= - 34,89, p=0,028

NS1 297-311 - SLRTTTVSGKLIHEW HLA-B*07 Log OR=18,13, p=0,018

HLA-C*07 Log OR=3,23, p=0,015
HLA-C*15 Log OR= - 35,04, p=0,021

NS3_89 103 - WQKGEEVQVIAVEPG HLA-B*58 Log OR=18,02, p=0,044
NS3_181_195- EEMFKKRNLTIMDLH HLA-A*01 Log OR= - 34,.99, p=0,022
NS3_185_199- KKRNLTIMDLHPGSG HLA-A*01 Log OR= - 35,22, p=0,018
HLA-C*03 Log OR= - 18,07, p=0,043
NS3_209_223 - VREAIKRRLRTLILA HLA-A*30 Log OR= - 33,10,p=0,040

NS3_285_299- DEAHFTDPASIAARG HLA-B*58 Log OR=35,72,p=0,017
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(concluséo)

Peptideo — Sequéncia

Associagdo HLA

Log Odds Ratio para
Infeccdo Secundaria

NS3_393_407-TEYQKTKLNDWDFVV
NS3_405_419 - FVVTTDISEMGANFK
NS3_497_511 — DNINTPEGIIPALFE

NS3_525_539-RLKGESRKTFVELMR

HLA-C*06

HLA-B*15

HLA- A*11

HLA-C*06

Log OR=17,98,p=0,039
Log OR=17,97,p=0,046
Log OR= 33,99,p=0,028

Log OR=18,21, p=0,017
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6.7 Avaliacéo dos ensaios de afinidade de ligacdoa o0 gene HLA-DRB1

Os peptideos das proteinas NS1 e NS3 do DENV-3 mais frequentemente
encontrados entre os pacientes com dengue tiveram sua afinidade de ligacdo aos
alelos HLA-DRBL1 testada através de ensaio de inibicdo competitiva baseado em
anticorpo de captura. A concentragdo do peptideo teste necessaria para inibir 50%
de ligacao do peptideo controle (IC50) foi determinada em 1000 nM.

A Tabela 8 apresenta a afinidade de ligacdo entre um dado peptideo da
proteina NS1 do DENV-3 e onze alelos HLA-DRB1 (0101, 0301, 0401, 0404, 0405,
0701, 0802, 0901, 1101, 1302, 1501). Quanto menor o valor da IC50, maior a
afinidade de ligacdo entre o peptideo teste e o alelo considerado. Portanto, uma
concentracdo muito baixa deste peptideo teste é suficiente para inibir a ligacdo do
peptideo controle com o respectivo alelo. Em negrito, destacamos os peptideos com

forte afinidade de ligacdo com o alelo em questéo.
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Tabela 8. Afinidade de ligagdo dos peptideos da proteina NS1 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva

baseado em anticorpo de captura

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DRB1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Deng3-Brazil-NS1- RLATAIAGAWENGVC 4226 - 15339 - 10306 - - 7332 - - 9145
41-55
Deng3-Brazil-NS1- AIAGAWENGVCGIRS 400 - 1162 9619 12203 2776 - 1724 7871 2875 8064
45-59
Deng3-Brazil-NS1- NLLWKQIANELNYIL 13517 - - - - - - - - - -
65-79
Den3-Brazil-NS1- KLTVVVGDIGVLEQ 56 533 88 2664 1400 70 210 42 807 483 21
85-99
Den3-Brazil-NS1- IIGVLEQGKRTLTPQ 234 3932 15362 - - 483 296 1649 16640 - 1002
93-107
Den3-Brazil-NS1- TPQPMELKYSWKTWG 290 3912 9732 18480 - 5943 927 1849 393 8918 56
105-119
Den3-Brazil-NS1- AKIVTAETQNSSFII 355 1011 11 1029 1103 2558 45 2183 - 1105 2923
121-135
Den3-Brazil-NS1- EVYTQLCDHRLMSAA 26 787 502 1288 1449 1658 900 608 651 4598 1040
173-187
Den3-Brazil-NS1- QLCDHRLMSAAVKDE 183 2827 4489 617 684 6136 4578 300 7463 10066 817
177-191
Deng3-Brazil-NS1- HRLMSAAVKDERAVH 518 9513 1229 116 569 13186 5858 1733 - - 1428
181-195
Deng3-Brazil-NS1- SAAVKDERAVHADMG 211 979 605 16906 7430 9099 6001 1880 - 8797 8519
185-199
Deng3-Brazil-NS1- WIESQKNGSWKLEKA 477 4593 318 4755 17388 6814 527 6783 1806 6205 1575

201-215
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Tabela 8. Afinidade de ligagdo dos peptideos da proteina NS1 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva

baseado em anticorpo de captura

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Deng3-Brazil- SWKLEKASLIEVKTC 247 2543 338 2961 4411 376 4124 299 17295 3777 3497
NS1-209-223
Deng3-Brazil- LESDMIIPKSLAGPI 1578 8099 11412 15728 - 5240 10551 4702 9612 4498 9584
NS1-237-251
Deng3-Brazil- MIIPKSLAGPISQHN 51 - 9212 - 9393 7899 7055 1309 6920 5627 1066
NS1-241-255
Deng3-Brazil- KSLAGPISQHNHRPG 326 - 14822 - - 15324 - 15463 - - -
NS1-245-259
Den3-Brazil- QHNHRPGYHTQTAGP 3130 - 3074 13681 11658 18235 - - - - -
NS1-253-267
Den3-Brazil- VVITENCGTRGPSLR 3280 9859 - - 12732 3595 7845 11488 - 348 19126
NS1-285-299
Den3-Brazil- ENCGTRGPSLRTTTV 3753 - - - - 8102 - - - 9568 -
NS1-289-
303
Den3-Brazil- SLRTTTVSGKLIHEW 228 2419 484 15548 15199 262 561 2311 - 2406 736
NS1-297-311
Den3-Brazil- HEWCCRSCTLPPLRY 481 8237 1609 14434 7056 4060 10506 8096 16540 3792 5026
NS1-309-323
Den3-Brazil- LRYMGEDGCWYGMEI 9938 8674 4247 - 14907 4200 15874 7462 - 6001 5689
NS1-321-335
Deng3-Brazil- VINWKGKELKCGSGI 12726 14029 - - - 10241 14875 18083 13186 - 1116
NS1-5-19
Den3-Brazil- TEQYKFQADSPKRLA 43 192 48 2842 1510 1706 13592 1013 11244 29 8359

NS1-29-43
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Tabela 8. Afinidade de ligagdo dos peptideos da proteina NS1 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva
baseado em anticorpo de captura

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Deng3-Brazil- KFQADSPKRLATAIA 46 1601 2415 - - 9697 15578 1534 5248 318 -
NS1-33-47
Deng3-Brazil- KQIANELNYILWENN 54 730 333 1238 575 4482 448 2414 19002 413 224
NS1-69-83
Deng3-Brazil- TWGKAKIVTAETQNS 1089 4163 28 695 285 6691 56 2633 18205 1235 3750
NS1-117-131
Den3-Brazil- QNSSFIIDGPNTPEC 2570 307 39 325 254 8581 7661 3577 6255 1774 4389
NS1-129-143
Den3-Brazil- FIDGPNTPECPSAS 10677 10088 2064 1151 1278 6020 - - - 14022 5911
NS1-133-147
Den3-Brazil- LKLREVYTQLCDHRL 226 2357 474 457 277 136 2579 650 4803 9964 441
NS1-169-183
Den3-Brazil- AVHADMGYWIESQKN 1198 2590 3541 5805 3242 7975 12946 9887 13906 33 6336
NS1-193-207
Den3-Brazil- WPKSHTLWSNGVLES 3919 520 322 3925 4419 5694 4834 9388 12905 59 4122
NS1-225-239
Den3-Brazil- HTLWSNGVLESDMII 10735 170 178 - 7661 7632 3794 15450 - 1001 8964
NS1-229-243
Deng3-Brazil- SNGVLESDMIIPKSL 4296 73 87 5936 3623 - 2437 17283 - 1664 5086
NS1-233-247
Deng-Brazil- HTQTAGPWHLGKLEL 4007 761 - 14575 18728 7943 14002 5831 7451 4112 5923
NS1-261-275
Deng3-Brazil- HLGKLELDFNYCEGT 6339 18 56 2517 87 10992 1120 16658 - 1911 4165

NS1-269-283
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Tabela 8. Afinidade de ligagdo dos peptideos da proteina NS1 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva
baseado em anticorpo de captura
(concluséo)

Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Dengs-Brazil- TRGPSLRTTTVSGKL 2596 156 655 3311 3012 83 12293 17081 - 14522 11266
NS1-293-307
Dens-Brazil-  GKLIHEWCCRSCTLP 2600 841 1768 4392 3498 1205 7198 11406 4397 3193 227
NS1-305-319
Den3-Brazil- CRSCTLPPLRYMGED 1983 598 7349 6706 7110 13742 5241 18308 655 16406 1871
NS1-313-327

Os resultados s&o expressos como IC50 (nM). Em negrito destacamos os peptideos com forte afinidade de ligacdo ao alelo HLA-DRB1 em questdo. O sinal — representa que n&do houve ligacdo
dentro da variagdo estudada (100.000x).
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De forma semelhante, foi mensurada a afinidade de ligacdo entre um dado
peptideo da proteina NS3 do DENV-3 e os onze alelos HLA-DRB1 (0101, 0301,
0401, 0404, 0405, 0701, 0802, 0901, 1101, 1302, 1501) para verificarmos os
peptideos mais frequientes e candidatos a epitopos de células T. Os dados sao
apresentados na Tabela 9. Encontram-se destacados em negrito os valores da IC50
que remetem uma forte ligacdo do peptideo teste ao alelo HLA-DRB1 em questéo.
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Tabela 9. Afinidade de ligacdo dos peptideos da proteina NS3 do DENV-3 aos alelos
baseado em anticorpo de captura
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HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DRB1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Den3-Brazil- WQKGEEVQVIAVEPG 2582 1963 5791 3150 785 4902 3498 3491 7256 17556 4530
NS3-89-103
Den3-Brazil- PELEEEMFKKRNLTI 6349 1866 7065 - - - - 14825 11865 13807 16958
NS3-177-191
Den3-Brazil- EEMFKKRNLTIMDLH - 15220 12602 7811 7494 6263 - 10072 336 9317 891
NS3-181-195
Den3-Brazil- KKRNLTIMDLHPGSG 317 870 171 2361 972 - 21 6192 72 3640 1836
NS3-185-199
Den3-Brazil- VREAIKRRLRTLILA 4209 12788 4788 2542 1572 1860 12438 7310 147 3284 622
NS3-209-223
Deng3-Brazil- PNYNLIIMDEAHFTD 383 37 142 1532 402 2697 396 2601 4615 68 1323
NS3-277-291
Den3-Brazil- LIIMDEAHFTDPASI 716 118 98 1000 3443 505 284 5357 8654 58 2285
NS3-281-295
Deng3-Brazil- DEAHFTDPASIAARG 2963 1337 536 - 11638 1161 4869 6748 - 1090 5987
NS3-285-299
Deng3-Brazil- KKVIQLSRKTFDTEY 424 54 3639 16265 3458 5389 1899 875 78 2512 2174
NS3-381-395
Den3-Brazil- QLSRKTFDTEYQKTK 7169 - 12022 - - 14014 1288 - 13203 14073 -
NS3-385-399
Den3-Brazil- KTFDTEYQKTKLNDW 2276 3179 11672 - 15152 1562 - 15553 676 16404 6118
NS3-389-403
Den3-Brazil- TEYQKTKLNDWDFVV 7645 1660 10813 8123 7326 456 8797 11520 5943 17769 -

NS3-393-407
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Tabela 9. Afinidade de ligacdo dos peptideos da proteina NS3 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva
baseado em anticorpo de captura

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301  DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101  DRB1*1302 DRB1*1501
Den3-Brazil- FVVTTDISEMGANFK 1954 44 17 903 206 3629 165 11639 2961 1791 1364
NS3-405-419
Den3-Brazil-  TDISEMGANFKADRV 7720 470 1825 12131 4656 18988 5098 17963 - 4058 10807
NS3-409-
423
Den3-Brazil-  EMGANFKADRVIDPR - 261 40 3112 1756 - 11163 - 7126 3230 9348
NS3-413-427
Den3-Brazil-  DHAHWTEAKMLLDNI 888 1068 5316 3478 1650 15 3461 2079 - 4151 159
NS3-485-
499
Den3-Brazil- KMLLDNINTPEGIIP 7562 1748 201 535 157 979 44 7801 - 246 3564
NS3-493-
507
Den3-Brazil- DNINTPEGIIPALFE 1650 - - - - 2418 - 13823 - 1839 5340
NS3-497-511
Den3-Brazil- TPEGIIPALFEPERE - 5098 - 16903 18481 15764 - - - - 15901
NS3-501-515
Den3-Brazil- EREKSAAIDGEYRLK 14932 184 - - - - - - - - -
NS3-513-527
Den3-Brazil-  RLKGESRKTFVELMR 32 5682 21 58 24 16 10669 30 633 - 2857
NS3-525-539
Deng-Brazil-  TRGAVLTYNGKRLEP 89 434 5914 7189 2049 362 14748 885 279 86 6,8
NS3-53-67
Deng-Brazil-  VLTYNGKRLEPNWAS 882 1741 4469 7442 10779 1905 - 4156 2312 250 196
NS3-57-71
Deng-Brazil- NGKRLEPNWASVKKD 236 1690 4587 - - 2347 2065 9460 4747 84 1497

NS3-61-75
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Tabela 9. Afinidade de ligacdo dos peptideos da proteina NS3 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva
baseado em anticorpo de captura

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Den3-Brazil- WASVKKDLISYGGGW 3077 4490 1353 7058 9788 2376 2067 5048 1352 1900 30
NS3-69-83
Den3-Brazil- KKDLISYGGGWRLSA 21 11861 7102 15266 - 56 12661 117 1570 4404 6,1
NS3-73-87
Den3-Brazil- ISYGGGWRLSAQWQK 139 - 227 2207 1432 133 3604 268 286 6609 52
NS3-77-91
Den3-Brazil- EPGKNPKNFQTMPGT 201 5440 1467 410 725 1479 18390 1858 - 2092 447
NS3-101-115
Den3-Brazil- NPKNFQTMPGTFQTT 49 11616 54 39 96 2791 175 407 86 2393 268
NS3-105-119
Den3-Brazil- FQTMPGTFQTTTGEI 148 16413 222 961 874 1015 557 1849 3862 7038 2182
NS3-109-123
Deng3-Brazil- PGTFQTTTGEIGAIA 226 - 18 2082 3927 158 7886 333 231 7563 3040
NS3-113-127
Deng3-Brazil- GEIGAIALDFKPGTS 3958 8,6 7859 - 17534 2301 3612 9794 - 2704 14424
NS3-121-135
Deng3-Brazil- AIALDFKPGTSGSPI 3327 47 3849 16294 13148 2122 - 2490 - 5444 15640
NS3-125-139
Den3-Brazil- SPIINREGKVVGLYG 843 127 4382 - 11228 12648 3211 7518 56 3511 502
NS3-137-151
Den3-Brazil- TRKYLPAIVREAIKR 10 1232 23 321 125 49 7025 37 20 14603 3372
NS3-201-215
Den3-Brazil- LPAIVREAIKRRLRT 170 65 1666 3967 1806 2413 - 1528 106 2444 334
NS3-205-219
Den3-Brazil- KGLPIRYQTTATKSE 110 1821 13 310 150 2987 36 928 807 2624 638

NS3-237-251
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Tabela 9. Afinidade de ligacdo dos peptideos da proteina NS3 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva
baseado em anticorpo de captura

(continua)
Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Den3-Brazil- IRYQTTATKSEHTGR 1126 - 303 142 75 525 5438 4912 2574 5911 14463
NS3-241-255
Den3-Brazil- TFTMRLLSPVRVPNY 17 10752 7045 1646 763 93 327 151 848 9,8 204
NS3-265-279
Den3-Brazil- ASIAARGYISTRVGM 91 12077 569 1068 852 156 8126 473 669 360 44
NS§3-293-
307
Den3-Brazil- ARGYISTRVGMGEAA 458 7291 16 127 90 7 - 1909 35 2297 371
NS3-297-311
Den3-Brazil- EAAAIFMTATPPGTA 27 276 2,4 350 32 48 31 129 93 2641 363
NS3-309-
323
Den3-Brazil- IFMTATPPGTADAFP 56 14720 55 3820 2251 650 40 2011 1045 13496 3751
NS3-313-327
Deng-Brazil- WNSGNEWITDFAGKT 1762 2618 806 7204 5337 8128 324 10910 10086 6570 5324
NS3-345-359
Den3-Brazil-  NEWITDFAGKTVWFV 1675 6890 1137 8118 16340 3299 2497 8481 - - 608
NS3-349-
363
Deng3-Brazil- TDFAGKTVWFVPSIK 1072 16613 4193 858 884 87 1615 2148 238 - 2689
NS3-353-367
Den3-Brazil- GKTVWFVPSIKAGND 16 436 41 866 56 29 52 100 38 573 16
NS3-357-371
Den3-Brazil- ANCLRKNGKKVIQLS 163 11426 2754 11279 5302 630 16124 3567 372 331 452
NS3-373-387
Den3-Brazil- NFKADRVIDPRRCLK 1744 656 405 18504 4122 7909 16125 13279 4262 4667 3083

NS3-417-431
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Tabela 9. Afinidade de ligacdo dos peptideos da proteina NS3 do DENV-3 aos alelos HLA-DRB1 mensurada através de ensaio de inibicdo competitiva
baseado em anticorpo de captura

(concluséo)

Peptideo Sequéncia DRB1*0101 DRB1*0301 DRB1*0401 DR B1*0404 DRB1*0405 DRB1*0701 DRB1*0802 DRB1*0901 DRB 1*1101 DRB1*1302 DRB1*1501
Den3-Brazil- CLKPVILTDGPERVI 742 4,9 7316 5464 1765 3412 5366 7158 4932 3,2 5911
NS3-429-
443

Den3-Brazil- VILTDGPERVILAGP 621 69 4183 5108 3980 18783 8715 3762 - 24 1729
NS3-433-447

Den3-Brazil- NPQKENDQYIFTGQP 6753 15708 11830 9800 - 17028 9410 - - 18076 -
NS3-465-479

Den3-Brazil- PLALKEFKDFAAGRK 4350 4440 4729 2223 5547 3451 37 9318 8887 19608 28
NS3-605-619

Nota: Os resultados séo expressos como IC50 (nM). Em negrito destacamos os peptideos com forte afinidade de ligacédo ao alelo DRB1 em questdo. O sinal — representa que ndo houve ligagdo
dentro da variacdo estudada (100.000x).
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6.8 Associacado entre os peptideos e a afinidade de ligacdo para o gene HLA-
DRB1

Para verificarmos se um determinado alelo HLA-DRB1 com alta afinidade a
um peptideo responsivo € muito frequente entre a populacdo de estudo, nés
correlacionamos a afinidade de ligacdo de cada peptideo para cada alelo com o
perfil de positividade para cada alelo na populagcdo (ou seja, a frequencia de
pacientes com resposta positiva para o alelo em questdo dentro da populacao
estudada).

Neste caso, os dados de afinidade foram normalizados, utilizando-se um
namero extremamente grande, de forma que, o valor normalizado é diretamente
proporcional a afinidade de ligacdo. Devido ao fato de nossa metodologia para
tipagem HLA ser de baixa resolucao (expressa em apenas dois digitos), e os dados
de afinidade ser de alta resolucdo (quatro digitos), n6s agrupamos os valores dos
alelos HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0404 e HLA-DRB1*0405 para obtermos um
anico valor. Desta forma, a mediana das trés afinidades foi considerada. A Figura 11
apresenta o perfil dos nove alelos HLA-DRB1 para os dois peptideos mais bem
correlacionados [NS1_297_ 311 (A) e NS3_181 195 (B)].

A  Peptide NS1_297_311: cor=0.546, p.val=0.064 R Peptide NS3_181_195: cor=0.433, p.val=0.122

0.5
0

positive rate - positive rate
—— normalized affinity —— normalized affinity

0.4
0.8
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0.1
0.2
b

0.0
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2 4 B 8 10 12 14 2 4 53 B 10 12 14
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Figura 11: Correlacéo entre afinidade de ligacao peptidica ao alelo HLA-DRB1 (em azul) e o perfil de
positividade do alelo na populacdo de estudo (em vermelho) para o peptideo NS1 297 311 (A) e
NS3_181 195 (B)
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6.9 Predicdo Teorica para os alelos HLA de classe | e Il e andlise das
seguéncias conservadas entre 0s sorotipos

As sequéncias candidatas a epitopos de células T das proteinas NS1 e NS3
foram avaliadas através de ferramentas computacionais avangcadas (ANN e
consensus) disponiveis no Immune Epitope Database (IEDB) até setembro de 2010
(www.iedb.org). Com base nesses algoritmos, os provaveis alelos HLA de classe |
(HLA-A e HLA-B) e de classe Il (HLA —DRB1) foram preditos para cada peptideo.
Para os alelos HLA de classe I, nds investigamos apenas aqueles com IC50<500 nM
(alta e intermediaria afinidade de ligacéo) pelo método ANN e consideramos que 0
comprimento do peptideo ligante era de 9 mers. Para os alelos HLA de classe Il, o
método consensus foi utilizado e os alelos foram considerados com boa afinidade ao
peptideo quando seu percentil estava abaixo de 15%. Os alelos C, DP e DQ
possuem algoritmos em fase muito preliminar e ndo foram considerados nesta
predicdo. Os resultados dessa predicdo tedrica encontram-se descritos no
APENDICE C.

Adicionalmente a nossa proposta inicial, n0s verificamos se as sequéncias
das proteinas NS1 e NS3 candidatas a epitopos de células T do DENV-3,
identificadas nesse estudo, possuem regides conservadas entre 0s demais sorotipos
do dengue. Para isso, nés comparamos nossas sequéncias candidatas com aquelas
conservadas dos quatro sorotipos (Pan-DENV) previamente descritas por Khan et
al., (2008) em um estudo baseado nas sequéncias dos quatro sorotipos virais
depositadas online no National Centre for Biotechnology Information (NCBI) e
analise in silico de diferentes algoritmos preditores de HLA.

Assim, nOs reunimos as principais caracteristicas do estudo de Khan et al.,
(2008) com os resultados deste estudo envolvendo o mapeamento de epitopos das
proteinas NS1 e NS3 do virus dengue 3. A Tabela 10 reune todas essas

informacdes.
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o gendtipo HLA, predi¢cbes
tedricas HLA e conservacéo dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV.

(continua)
Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligagéo Conservada
Sequéncia (Supertipos)
Peptideo:HLA (HLA-DRB1*) (PAN DENV)
(IC50<1000nM)
Alta Média
(IC50<50 nM) (50nM<I1C50<500nM)
NS1 41 55 HLA-A*23 (A24) HLA B*35 HLA-A*0201, HLA-A*0202, HLA-A*0211°% HLA-A*0250", - -
RLATAIAGAWENGVC HLA-B*40 HLA C*04 HLA-A*0203, HLA-A*0206, HLA-B*1517, HLA-B*3501,
(B27,B44,SC)
HLA-A*0211% HLA-A*0212, HLA-B*5301, HLA-B*5701,
HLA-C*8
(desconhecido) HLA-A*0216, HLA-A*0219,
HLA-A*0250°, HLA-B*5801
NS1 45-59 - HLA A*31 - HLA-A*0211, HLA-A*0250 HLA-DRB1*0101 -
AIAGAWENGVCGIRS
HLA B*39

NS1 65 79

NLLWKQIANELNYIL

HLA-A*23 (A24)

HLA-A*0202°, HLA-A*0206,
HLA-A*2403, HLA-A*8001,

HLA-B*1503

HLA-A*0202°, HLA-A*0203,
HLA-A*2902, HLA-A*3002,
HLA-A*6802, HLA-A*6901,
HLA-B*1501, HLA-B*5301,

HLA-B*5801
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o gendtipo HLA, predi¢cbes
tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV

(continua)
Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligacao Conservada
Sequéncia (Supertipos) —
Peptideo:HLA Alta Média (HLA-DRBL1%) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM) (1IC50<1000nM)
NS1 85 99 HLA-A*31 HLA A*31 HLA-A*0206, HLA-A*0211°, HLA-A*0201, HLA-A*0202, HLA-DRB1*0101, -
KLTVVVGDIIGVLEQ HLA-DRB1*0301,
(A01,03, SC) HLA DR*8 HLA-A*0216°, HLA-A*0219, HLA-A*0203, HLA-A*0211°, HLA-DRB1*0401,
) . ‘ . . . HLA-DRB1*0701,
HLA DQ*4 HLA-A*0250 HLA-A*0212, HLA-A*0216°, HLA-DRB1*0802,
HLA-DRB1*0901
A% f _A* il
HLA-A*0250, HLA-A*2602, HLA-DRB1*1101,
HLA-A*6802, HLA-A*6901, ~ HLA-DRBI™1302,
HLA-DRB1*1501
HLA-B*5801
NS1 121 135 HLA-A*34 - - HLA-A*3201, HLA-A*6802, HLA-DRB1*0101 -
(A03,SC)
AKIVTAETQNSSFII HLA-A*6901, HLA-B*1517, HLA-DRB1*0401,
HLA-B*39
(B27,SC) HLA-B*3501, HLA-B*4001, HLA-DRB1*0802
HLA-B*4002, HLA-B*4402,
HLA-B*4403, HLA-B*4501
NS1 177_181 - HLA A*24 HLA-B*2705 HLA-B*4002 HLA-DRB1*0101, -
HLA-DRB1*0404,
QLCDHRLMSAAVKDE HLA-DRB1*0405,

HLA-DRB1*0901,
HLA-DRB1*1501
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o0 genotipo
tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV
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HLA, predi¢cbes

(continua)
Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligacao Conservada
Sequéncia (Supertipos) —
Peptideo:HLA Alta Média (HLA-DRBL1%) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM) (1IC50<1000nM)
NS1 201-215 - HLA B*39 - HLA-A*0206, HLA-A*6801, HLA-DRB1*0101, WIESQKNGSWKLE
HLA-DRB1*0401, KA
WIESQKNGSWKLEKA HLA-B*1503, HLA-B*4402, HLA-DRB1*0802
HLA-B*4403
NS1 _209_223 HLA-B*8 - HLA-A*6801, HLA-B*1503, HLA-DRB1*0101, -
SWKLEKASLIEVKTC (B08,SC) HLA-DRB1*0401,

- HLA-B*4001, HLA-B*4002, HLA-DRB1*0701,
HLA-DRB1*0901

HLA-B*4501
NS1_237_251 - HLA A*30 HLA-B*0702 HLA-B*1801, HLA-B*4002 -
LESDMIIPKSLAGPI
NS1_241_255 - HLA-B*0702 HLA-A*0250, HLA-A*3001, HLA-DRB1*0101

MIIPKSLAGPISQHN
- HLA-B*1502

LESDMIIPKSLAGPI
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o0 genotipo
tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV
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HLA, predi¢cbes

(continua)
Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligacao Conservada
Sequéncia (Supertipos) —
Peptideo:HLA Alta Média (HLA-DRBL1%) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM) (1IC50<1000nM)
NS1_285_299 HLA-A*34 (A03, - HLA-A*6801 HLA-DRB1*1302 VVITENCGTRGPSL
VVITENCGTRGPSLR SC) R
HLA-B*58 (B58)
NS1 289 303 - HLA A*24 - HLA-B*0702, HLA-B*1517 - ENCGTRGPSLRTT
ENCGTRGPSLRTTTV TV
HLA DR*07
NS1 297-311 - HLA B*58 HLA-B*1517°% HLA-B*5701, HLA-A*3001, HLA-B*1517°, HLA-DRB1*0101, SLRTTTVSGKLIHE
SLRTTTVSGKLIHEW HLA-B*5801" W
HLA C*06 HLA-B*2705, HLA-B*5801" HLA-DRB1*0401,
HLA DQ*06 HLA-DRB1*0701,
HLA-DRB1*0802,
HLA-DRB1*1501
NS1_309_323 HLA-C*08 HLA A*24 HLA-A*3101 HLA-A*1101, HLA-A*2902, HLA-DRB1*0101 -
(desconhecido)
HEWCCRSCTLPPLRY

HLA-A*3001, HLA-A*8001,

HLA-B*1503, HLA-B*4002
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o gendtipo HLA, predi¢cbes
tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV

(continua)
Peptideo Associacdo HLA Efeito Afinidade Teobrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligacéo Conservada
Sequéncia (Supertipos) Alta Média
Peptideo:HLA (HLA-DRB1*) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM)
(1C50<1000nM)
NS3 89 103 - HLA A*24 - HLA-A*0250, HLA-B*1501, HLA-DRB1*0405 -
WQKGEEVQVIAVEPG
HLA-B*1503, HLA-B*4001,
HLA-B*4002, HLA-B*4501
NS3 177_191 HLA-B*40 - HLA-A*3001, HLA-B*0801 HLA-A*2301, HLA-A*2402, - PELEEEMFKKRNLTI
PELEEEMFKKRNLTI
(B44, SC) HLA-A*2403, HLA-A*6801
NS3_181_195 - HLA-A*24 HLA-A*3001, HLA-B*0801, HLA-A*2301, HLA-A*2402, HLA-DRB1*0101
EEMFKKRNLTIMDLH _ ,
HLA-B*1503' HLA-A*2403, HLA-B*1503',
HLA-B*2705
NS3_185_199 HLA -A*66 (A03) - - HLA-B*1503, HLA-B*2705 HLA-DRB1*1101, EEMFKKRNLTIMDLH
KKRNLTIMDLHPGSG HLA-DRB1*1501
HLA-C*06
(desconhecido)
HLA-DR*11
NS3_209_223 HLA-DR*11 HLA B*39 HLA-B*0801', HLA-B*2705" HLA-A*0203, HLA-A*3001, HLA-DRB1*1101, -

VREAIKRRLRTLILA

HLA-B*0801, HLA-B*1503,
HLA-B*2705*

HLA-DRB1*1501
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o gendtipo HLA, predi¢cbes
tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV

(continua)
Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligagéo Conservada
Sequéncia (Supertipos) Alta Média
Peptideo:HLA (HLA-DRB1*) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM)
(1C50<1000nM)
NS3_285_299 HLA-B*40 HLA C*07 HLA-A*0206, HLA-A*6901 HLA-A*0101, HLA-A*0201, HLA-DRB1*0401 DEAHFTDPASIAARG
DEAHFTDPASIAARG
(B44, SC) HLA-A*0202, HLA-A*0211,
HLA-B*58 (B58) HLA-A*6802, HLA-B*1503,
HLA-B*1801, HLA-B*3901,
HLA-B*4501
NS3_381_395 HLA-DR*11 - - HLA-B*1503, HLA-B*1517 HLA-DRB1*0101, KKVIQLSRKTFDTEY
KKVIQLSRKTFDTEY
HLA-DRB1*0301,
HLA-DRB1*0901,
HLA-DRB1*1101
NS3 389-403 - - - HLA-A*1101, HLA-A*3001, HLA-A*0301, HLA-A*3201 HLA-DRB1*1101 KTFDTEYQKTKLNDW
KTFDTEYQKTKLNDW

HLA-A*3101, HLA-A*6801
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Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o gendtipo HLA, predi¢cbes

tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV

(continua)
Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligacao Conservada
Sequéncia (Supertipos) Alta Média
Peptideo:HLA (HLA-DRB1*) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM)
(IC50<1000nM)
NS3_393_407 - - HLA-A*0201, HLA-A*0202, HLA-A*0206', HLA-A*3201, HLA-DRB1*0701 TEYQKTKLNDWDFVV
HLA-B*5701
TEYQKTKLNDWDFVV HLA-A*0203, HLA-A*0206/,

HLA-A*0211, HLA-A*0212,
HLA-A*0216, HLA-A*0219,

HLA-A*0250, HLA-B*1517

NS3_405_419 - HLA A*31 HLA-A*2602 HLA-A*1101, HLA-A*3001,
FVVTTDISEMGANFK HLA-A*6801
HLA B*39
HLA DQ*04
NS3_493 507 - HLA A*11 HLA-A*0211, HLA-A*0250 HLA-A*0202, HLA-A*0212

KMLLDNINTPEGIIP

HLA-DRB1*0301,
HLA-DRB1*0401,
HLA-DRB1*0404,
HLA-DRB1*0405,
HLA-DRB1*0802

HLA-DRB1*0401,
HLA-DRB1*0404,
HLA-DRB1*0405,
HLA-DRB1*0701,
HLA-DRB1*0802,
HLA-DRB1*1302

FVVTTDISEMGANFK

KMLLDNINTPEGIIP




Souza J. R. 125

Tabela 10. Caracteristicas dos peptideos NS1 e NS3 reconhecidos pelos pacientes DENV-3 positivos e suas associagdes com o gendtipo HLA, predi¢cbes
tedricas HLA e conservacao dessas sequéncias entre os sorotipos do DENV
(concluséo)

Peptideo Associagdo HLA Efeito Afinidade Teodrica para os alelos HLA (Supertipos) Afinidade de Sequéncia
Combinado Ligacao Conservada
Sequéncia (Supertipos) Alta Média
Peptideo:HLA (HLA-DRB1*) (PAN DENV)
(IC50<50 nM) (50nM<IC50<500nM)
(IC50<1000nM)
NS3_497_511 - HLA A*11 HLA-A*6802, HLA-B*3901 HLA-A*0206, HLA-A*6901, - DNINTPEGIIPALFE
DNINTPEGIIPALFE HLA B*51 HLA-B*0702, HLA-B*3501
HLA C*15
HLA DR*04
HLA DR*09
HLA DQ*03
NS3_525_539 HLA-B*58 (B58) - HLA-B*1503" HLA-A*2603, HLA-A*1503™, HLA-DRB1*0101, RLKGESRKTFVELMR
HLA-DRB1*0401,
RLKGESRKTFVELMR HLA-DR*11 HLA-B*1517, HLA-B*2705 HLA-DRB1*0404,

HLA-DRB1*0405,
HLA-DRB1*0701,
HLA-DRB1*0901,
HLA-DRB1*1101,

Nota: A previsao tedrica utilizou algoritmos depositados no IEDB até 21 de setembro de 2010 e considerou como cut-off IC50<500nM com peptideos de 9 aminoéacidos (mers). Em a: IC50=19,0 nM
tendo como 9mers a sequéncia 1-9; IC50=156,0 nM tendo como 9mers a sequéncia 6-14. b: IC50=7,9 nM tendo como 9mers 1-9; IC50=118,8 nM tendo como 9mers a sequéncia 6-14. c: IC50=14,0
nM tendo como 9 mers a sequéncia 6-14; 1C50=190,6 nM tendo como 9mers a sequéncia 7-15. d:IC50=7,9 nM tendo como 9mers a sequéncia 4-12;IC50=246,1 tendo como 9 mers a sequéncia 5-
13. e:IC50=30,0 tendo como 9mers a sequéncia 4-12; IC50=154,4 nM tendo como 9mers a sequéncia 1-9. f:IC50=3,4 nM tendo como 9 mers a sequéncia 4-12; IC50=161,1 nM tendo como 9mers a
sequéncia 5-13. g:IC50=15,0 nM tendo como 9mers a sequéncia 3-11; IC50=135,2 nM tendo como 9mers a sequéncia 4-12. h:IC50=13,1 nM tendocomo 9mers a sequéncia 7-15; IC50=470 nM
tendo como 9mers a sequéncia 3-11. i:IC50=8,5 nM tendo como 9 mers a sequéncia 4-12; IC50=305 nM tendo como 9 mers a sequéncia 6-14. j:IC50=18,5 nM tendo como 9 mers a sequéncia 4-
12; 1C50=199 nM tendo como 9 mers a sequéncia 6-14; k: IC50=36 nM tendo como 9 mers a sequéncia 7-15; IC50=191 nM tendo como 9 mers a sequéncia 6-14. I:IC50=63 nM tendo como 9 mers
a sequéncia 7-15; 1IC50=238 nM tendo como 9 mers a sequéncia 6-14. m: IC50=5,2 nM tendo como 9 mers a sequéncia 2-10; IC50=181 nM tendo como 9 mers a sequéncia 5-13.
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6.10 Peptideos de NS1 e NS3 propostos como epitopos  de células T

A andlise associativa entre os peptideos das proteinas NS1 e NS3 do DENV-
3, os atributos clinicos e imunogenéticos identificados experimentalmente e
teoricamente e comparados entre as sequéncias conservadas nos permitiram propor
algumas regides peptidicas como epitopos de células T (Quadro 8).

As sequéncias mais frequentemente associadas entre os alelos HLA de
classe | (A e B) e correlacionadas de forma teorica foram propostas como epitopos
de LT CDS8+. Contudo, convém mencionar que ensaios bioquimicos e de
imunofenotipagem s&8o necessérios para esta validacdo. Em acréscimo, as
sequéncias correlacionadas com os alelos HLA de classe Il (DRB1) foram propostas
como epitopos de células T CD4+. Semelhantemente, ensaios de imunofenotipagem
sdo necessarios para esta validacdo. Quando essas duas observacdes foram
visualizadas (correlagdo entre a sequéncia e os alelos HLA de classe | e Il), os
peptideos foram propostos como epitopos de células T para o DENV-3.
Adicionalmente, quando essas regides eram conservadas entre os demais sorotipos
(Pan-DENV), esses peptideos foram propostos como epitopos de células T para o
DENV.
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Sequéncias Peptidicas Tipos de epitopos
NS1 41 55 LT CD8+ apenas para DENV-3
NS1 45 59 LT CD4+ para DENV-3
NS1 65 79 LT CD8+ para DENV-3
NS1 85 99 LT CD4+ apenas para DENV-3
NS1 121 135 LT para DENV-3
NS1 177 181 LT CD4+ para DENV-3
NS1 201 215 LT para DENV
NS1_209 223 LT CD4+ para DENV-3
NS1_241 255 LT CD4+ para DENV-3
NS1 285 299 LT para DENV
NS1 297 311 LT para DENV
NS1_309 323 LT para DENV-3
NS3_89_103 LT CD4+ para DENV-3
NS3 181 195 LT para DENV-3

Quadro 8. Sequéncias peptidicas propostas como epitopos de células T
(continua)
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Sequéncias Peptidicas

Tipos de epitopos

NS3_185 199
NS3_209 223
NS3_285_299
NS3_381 395
NS3_393_ 407
NS3_389 403
NS3_405_419
NS3_493 507
NS3_497 511
NS3_525 539

LT CD4+ para DENV
LT para DENV-3
LT para DENV
LT CD 4+ para DENV
LT CD 4+ para DENV
LT CD 4+ para DENV
LT para DENV
LT CD4+ para DENV
LT CD8+ para DENV

LT para DENV

Quadro 8. Sequéncias peptidicas propostas como epitopos de células T
Nota: Em negrito, destacam-se os peptideos propostos como epitopos

(concluséo)
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7 DISCUSSAO

O sistema imunoldgico, devido a complexidade natural existente entre suas
células, moléculas e a sequéncia de mecanismos entre elas, € classificado como um
dos topicos mais desafiantes das ciéncias biomédicas. Entender como uma resposta
em particular sera patogénica ou protetora, ineficiente ou exacerbada, passageira ou
duradoura permanece como um ponto intrigante no entendimento dos
pesquisadores imunologistas. Frequentemente, seus estudos dependem de modelos
animais in vitro ou in vivo, experimentos ex-vivo, modelos mateméticos ou
computacionais (in silico).

Realizar o processamento e a integracdo entre as varias informacdes
produzidas, sobretudo oriundas do surgimento da gendmica, prote6mica e
imunémica, tem contribuido para o desenvolvimento de sistemas computacionais e
algoritmos utilizados para aumentar e melhorar os conhecimentos gerados e
predizer as especificidades moleculares deste imenso sistema. Entretanto, deve
haver uma retroalimentacdo entre as informacdes tedricas e experimentais que
mutuamente cooperam entre si validando as predi¢cdes tedricas e diminuindo o
orcamento com o0s custos de reagentes e equipamentos, a disponibilidade de
amostras bioldgicas e a equipe técnica especializada necessaria para 0s ensaios
experimentais.

Dentro desse contexto, o mapeamento de epitopos de células T permite
identificar regides imunodominantes em proteinas antigénicas apresentadas por
multiplas moléculas HLA, presentes em alta frequéncia dentro de uma populacao.
Essas sequéncias sdo, portanto, denominadas peptideos promiscuos e sao
consideradas alvos perfeitos para a imunoterapia e o desenvolvimento de vacinas.
Vérias tecnologias teoricas e experimentais tém sido utilizadas para a identificacéo
desses peptideos. Com isso, essas tecnologias sdo fundamentais e podem ser
complementares para a elucidacdo de varios mecanismos imunologicos
desconhecidos ou pouco explorados.

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo mapear os peptideos das
proteinas nao estruturais NS1 e NS3 do virus dengue 3 que eram capazes de elicitar
uma resposta de célula T com alta freqiéncia dentro de uma populacdo de

pacientes DENV-3 positivos. No entanto, o fato de identificarmos uma sequéncia
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com potencial de desencadear uma resposta imunoldgica, ndo a coloca, por si, na
condicao de epitopo de célula T. Isto se deve a necessidade de apresentacdo desta
sequéncia por moléculas HLA. Assim, é primordial que esta sequéncia seja um
peptideo promiscuo, e, que, portanto, seja apresentada por varias moléculas HLA
frequentes dentro de uma populacdo. Além disso, seria interessante que esta
seqguéncia fosse conservada entre os diferentes sorotipos e/ou subtipos do DENV
para facilitar a engenharia biomédica na constru¢cdo da vacina ou do agente
terapéutico especifico contra esta doenca.

Assim, nés iniciamos o mapeamento dos epitopos de células T através de
matrizes de peptideos, onde esses foram organizados em pools e testados em
amostras de PBMCs de pacientes caracterizados como dengue 3 positivos. Nesta
etapa, vale salientar que 52 pacientes foram incluidos nesta triagem. Entretanto,
devido aos ensaios ndo respondedores ou com elevado background, ou ainda,
positivos a apenas um pool, e que, portanto, ndo permitiram a identificacdo do
provavel peptideo, apenas n=20 pacientes foram considerados nesta etapa. No
entanto, esse resultado nos levou a algumas reflexdes e consideracdes sobre esta
grande quantidade de ensaios descartados no estudo.

Para os ensaios ndo respondedores nesta etapa, nés podemos inferir
algumas variaveis que podem ter contribuido para este resultado. Primeiramente, a
capacidade em potencial de um peptideo se ligar a fenda do HLA né&o significa
necessariamente em ativacao linfocitaria. E necessario que o linfécito T com o seu
receptor de célula T (TCR) especifico para o complexo peptideo:MHC esteja
presente no repertorio linfocitario do individuo (PIRA et al., 2010). Além disso, 0
comprimento do peptideo antigénico e a disposi¢cao dos residuos ancoras a fenda do
HLA séo fundamentais para apresentacao eficiente aos linfocitos.

Outro fator limitante € o estagio funcional do linfécito (naive x memdéria) no
ensaio in vitro, que influencia este co-reconhecimento. A célula T especifica pode
estar em baixa frequéncia no repertério naive, enquanto sua freqiéncia poderia
estar muito mais elevada em um repertorio celular de memoria (PIRA et al., 2010).
Este é favorecido também pela maturacdo da afinidade para o peptideo, onde baixas
concentragbes deste seriam necessarias para uma rapida e eficaz ativacao
(SCHIRLE; WEINSCHENK; STEVANOVIC, 2001). Neste caso, uma infeccao

secundaria seria favorecida pela maturacao da afinidade pela sequéncia candidata.
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Outro fator é o sitio de clivagem do peptideo antigénico durante o
processamento (KLOETZEL; OSSENDORP, 2004). De fato, diante da arbitrariedade
desta clivagem, muitos fragmentos peptidicos ndo originam sequéncias com
propriedades fisico-quimicas com base imunogénicas capazes de se ligar a um dado
HLA; ou ainda, o fragmento se liga a uma molécula HLA, mas o linfécito T especifico
nao existe no repertério do individuo ou é bem tolerado ou ignorado pelo linfocito
hospedeiro.

Outro ponto avaliado é que as células T reconhecem antigenos processados
por outra célula. O modo de administragdo antigénica e o tipo de célula
apresentadora de antigenos (APC) definirdo qual ser4 o determinante antigénico
apresentado. Além disso, o comprimento e a solubilidade do antigeno séo fatores
que podem influenciar a apresentacdo antigénica. Os antigenos soluveis séo
preferencialmente apresentados pelas moléculas MHC de classe Il gerando ativacao
dos linfécitos T CD4+. Quando um antigeno sollvel é utilizado no ensaio baseado
em PBMC, os linfécitos B e os mondcitos sdo as APCs mais prevalentes. Todavia,
isto pode ser diferente do que ocorre em um sitio inflamatoério, onde uma outra
populacdo celular pode estar com seu estagio de ativacdo aumentado. Por
conseguinte, um peptideo prevalente no sitio inflamatério pode nédo ser aquele
gerado em uma PBMC quando a proteina antigénica € utilizada na geracdo de uma
segunda resposta in vitro (ANTHONY; LEHMAN, 2003).

Além desses fatores, existem variaveis inerentes a experimentacdo. Um deles
€ a viabilidade celular tanto linfocitaria como das APCs, uma vez que, uma etapa
primordial da ativacdo das células T € a apresentacdo antigénica por outra célula.
Assim, as condi¢cdes de cultura devem prover que todas as células T presentes
naquela regiao (poco da placa) possuam igual chance de interagir com a APC
especifica (KERN et al., 2005). Portanto, a densidade celular (célula x superficie) é
mais importante que a concentracdo celular (células x volume). Outro ponto, € que 0
fendtipo de célula T especifico pode ter sido distribuido em outro poco e assim, as
células secretoras e formadoras do spot serdo subestimadas (GAZANE et al., 2003)

Em relacdo aos ensaios que apresentaram background elevado, devemos
considerar duas vertentes: o background especifico e o background inespecifico.
Contudo, convém mencionar que, nos ensaios ELISPOT, denomina-se background
toda coloracdo em parte ou em toda a membrana dos pocos das placas. O

background especifico € uma ligacdo especifica de moléculas secretadas pelas
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células capturadas pelos anticorpos de captura. As moléculas liberadas ou
dissociadas de uma célula difusamente podem se ligar aos anticorpos em uma area
livre de célula. Isto pode ocorrer devido a disturbios durante a etapa de incubacéao
celular. Assim, a placa ndo deve ser tocada ou movida durante esta fase. Isto
implica na ndo abertura da incubadora durante este processo (KALYUZHNY, 2005).
De fato, devido a intenso fluxo de experimentos e ao compartilhamento de
equipamentos como a incubadora em nosso laboratorio, em algumas ocasifes isto
pode ter contribuido para este tipo de inconveniente.

Em acréscimo, o numero de células plaqueadas parece influenciar na
coloracdo desenvolvida, aléem de subestimar o numero de spots formados, uma vez
gue, um spot pode conter mais que uma célula especifica (GAZANE et al., 2003).
Na verdade, é recomendada uma diluicdo seriada de células em 10° 10% 10° e
10%poco em uma mesma placa. Isto geraria uma demanda de pocos para otimizar
células enquanto o experimento propriamente dito estaria em segundo plano.

J4 o background inespecifico remete a adsor¢cdo de componentes de
deteccdo como os anticorpos desta etapa, o conjugado enzimatico e o substrato
precipitante, sobre a membrana. A razdo é dificil de ser identificada, embora, a
utilizacdo de papel aluminio sobre a placa parece diminuir sua ocorréncia. Outro
ponto € o numero de células mortas no ensaio (KALYUZHNY, 2005). Mesmo
dispondo de um excelente aparelho analisador de viabilidade celular, quando o
namero de células mortas € baixo, podemos estar diante de um inicio de apoptose,
que culminara durante a incubacao celular. Também pode ocorrer contaminagdo no
experimento devido as frequentes utilizacdes da incubadora para outros fins
experimentais.

Os ensaios ELISPOT sédo particularmente adequados para mensurar o
tamanho clonal e a funcdo efetora de populagdes de células T antigeno-especifica
presentes em baixa frequéncia ex-vivo. A ativacdo linfocitaria pode ser mensurada
através da producdo de citocinas, anticorpos ou granzimas liberadas pelas células
apos estimulacéo antigénica. Durante uma resposta imunologica, as células T naive
antigeno-especifica em baixa frequéncia proliferam em varios clones gerando
massas celulares efetoras correlacionadas com a magnitude da resposta adquirida
(ANTHONY; LEHMAN, 2003).

Deste modo, o contato inicial com o antigeno permite a diferenciacdo das

células naive em células de memoaria com fung¢éo imunolégica bem definida. Durante
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a experimentacdo, os antigenos contidos nos pog¢os estimulam essas células que
rapidamente secretam suas substancias com func¢des imunoldgicas, as quais sao
capturadas por anticorpos especificos. Assim, em um ensaio otimizado, cada spot
reflete a atividade de uma unica célula, e, portanto, o tamanho e a intensidade do
spot refletem a quantidade de citocina secretada por cada célula.

A estratégia em se utilizar matrizes de pools de peptideos permite a reducao
do nimero de ensaios a ser testado, o que reflete uma economia de reagentes e
materiais biolégicos. Uma matriz é desenhada de maneira a garantir que cada
peptideo esteja contido em dois pools separados (KIECKER et al., 2004). Portanto,
quando apenas um peptideo do arranjo é reconhecido em um ensaio, dois pools
separados apresentardo o ensaio positivo, e assim, o peptideo alvo sera facilmente
identificado. Contudo, se porventura, uma matriz apresenta muitos pools reativos, a
interpretacdo e identificacdo do peptideo alvo néo é téo clara.

Outro ponto fundamental € o comprimento do peptideo e a sua solubilidade.
Os peptideos de 9 mers sdo considerados estimulantes ideais, pois, podem ser
apresentados pelas moléculas HLA de classes | e Il. A sobreposicdo entre dois
peptideos consecutivos assegura que durante o processamento nenhum possivel
epitopo seja clivado e, que, portanto, evita que este esteja ausente. Assim,
peptideos de 15 mers com sobreposi¢do de 11 mers conteriam cada possivel 9 mers
presente em dois 15 mers. Quanto a solubilidade, esta € uma caracteristica inerente
de cada peptideo. Contudo, a adi¢cdo dos ions H* e OH em suas extremidades,
estabiliza e promove maior solubilidade a molécula (PIRA et al., 2010).

Quando iniciamos a triagem dos peptideos candidatos a epitopos de células T
através das matrizes de pools de peptideos, os ensaios ELISPOT para IFN-y
permitiram selecionar 22 peptideos da proteina NS1 e 21 peptideos da proteina NS3
os quais foram mais freqientemente encontrados entre os ensaios respondedores.
Como mencionado anteriormente, apesar do numero elevado de ensaios
descartados durante a etapa de pool, nés seguimos a investigacdo com 0s ensaios
de peptideos individuais e a subsequente analise desses peptideos candidatos
devido a criteriosa avaliacdo utilizada para considerarmos um ensaio reagente. A
maioria dos fabricantes dos kits ELISPOT considera o ensaio reagente quando o
nimero de células formadoras de spot por 1 milhdo de PBMC (SFC/10° PBMC) é
igual ou superior a 20 ou ainda quando a diferenca entre 0 pogo teste e 0 poco

branco € igual ou superior a 4 (BD Byosistems™, R&D Systems™). NOs utilizamos
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cinco parametros para considerarmos 0S poc¢os dos ensaios reagentes. Convém
mencionar, que 0s quatro primeiros parametros foram instituidos em um dos nossos
laboratorios colaboradores e o quinto parametro foi instituido por nosso grupo. Desta
forma, os 22 peptideos da proteina NS1 e 21 peptideos da proteina NS3 reativos
nos ensaios de pools foram, subsequentemente testados de forma individual, onde

0S mesmos critérios para avaliacdo de um ensaio positivo foram utilizados.

7.1 Peptideos candidatos a epitopos de células T

7.1.1 Peptideos da proteina NS1

Os ensaios realizados com os 22 peptideos mais frequentemente
respondedores nos ensaios de pools da proteina NS1 foram realizados entre n=52
pacientes DENV-3 positivos. Desta forma, apds avaliarmos os cinco parametros
considerados para os critérios de reatividade antigénica, 16 peptideos que
apresentaram frequéncia superior a 15% entre a maioria dos ensaios reagentes
(n=38) foram considerados potenciais candidatos a epitopos de células T (Figura 9).

Estudos na literatura com o objetivo de identificar potenciais epitopos de
células T da proteina NS1 do DENV séo escassos. A maioria dos trabalhos tem
identificado epitopos de célula B para esta proteina. Isto talvez seja favorecido pelo
fato desta proteina ser secretada e induzir forte resposta humoral durante a vigéncia
da infeccéo pelo DENV (FALCONAR, 1997).

Entre os epitopos de células B da NS1 identificados durante a infeccdo
natural pelo DENV em humanos encontram-se: NS1_29 43, do DENV-1,
NS1 149 157, NS1_29 37, NS1.53 61, NS1_267 275, NS1_ 135 143,
NS1 329 337, NS1_25 33 e NS1_331_339 do DENV-2, NS1_29 43 do DENV-3,
NS1 29 43 do DENV-4 e NS1 133 149, NS1 572 591, NS1 33 49,
NS1 169 179, NS1 311 330 e NS1 330 346 de especificidade sorotipica
inespecifica (VAUGHAN et al., 2010).

A NS1 é uma glicoproteina versatil atuando como cofator para replicacao viral

e proporcionando um mecanismo de escape do virus ao antagonizar fungbes do
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sistema complemento quando expressa na superficie celular ou secretada no meio
extracelular (CHUNG et al., 2006a). Imunizagdo com anticorpos anti-NS1 do DENV,
WNV e virus da Febre Amarela protege animais de experimentacdo quando esses
sdo desafiados a niveis letais (DIAMOND et al., 2003;CHUNG et al.,
2006b;HENCHAL; HENCHAL; SCHLESINGER, 1988). Contudo, quando secretada,
a NS1 induz a formagdo de auto-anticorpos que provocam dano endotelial e
favorecem a patogénese da dengue (LIN et al., 2003).

Falconar (2007) identificou forte resposta humoral contra epitopos N-
terminais da NS1 que compartiiham o motivo ELR (RPQPTELRY, QPTELRYSW,
TELRYSWKT) associados com FHD em humanos e camundongos.

Youn et al. (2010) identificaram um curto motivo peptidico N-terminal da NS1
responsavel por direcionar a proteina para a superficie celular ou secretada no meio
extracelular. No WNV,. a NS1 encontra-se em alta expressao na superficie celular e
€ pouco secretada. Este fato ocorre de forma contraria no DENV. Marcadamente, os
seguintes aminoacidos sao encontrados nas posi¢coes 10 e 11 desses virus: WNV —
RQ — e o DENV em seus quatro sorotipos — NK. A substituicdo do R pelo N na
posicéo 10 foi suficiente para modular o alvo de expressédo do WNV.

Em nosso trabalho, 16 peptideos da NS1 foram associados com forte inducéo
de resposta de células T. De fato, o mapeamento de epitopos pode auxiliar na
identificacdo de sequéncias sinalizadoras, de escape viral e que favorecam a
replicacdo. Especificamente, na NS1 podemos encontrar sequéncias que possam
ser responséaveis pela inducdo dos auto-anticorpos envolvidos na patogénese da
dengue. Assim, a caracterizagdo do tipo de resposta imune mediada pelas células T
pode contribuir para o desenvolvimento de agentes terapéuticos e de uma vacina

eficiente contra a dengue.

7.1.2 Peptideos da proteina NS3

ApOs a realizacdo dos ensaios de ELISPOT em matrizes de pools de
peptideos, 21 peptideos reativos foram selecionados e subsequentemente testados

de forma individual entre n=52 pacientes DENV-3. Nesta etapa, 14 peptideos com
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frequéncia superior a 20% entre os ensaios reagentes (n=30) foram considerados
candidatos a epitopos de célula T (Figura 10).

A proteina NS3 é bastante imunogénica provocando uma resposta imune
celular robusta e normalmente associada com a forma grave da dengue. A razdo
para esta dominancia imunogénica ndo esta clara. Como mencionado anteriormente,
durante o ciclo bioldégico viral, uma unica poliproteina é degradada em 10
polipeptideos por proteases do hospedeiro e pela propria NS3, a qual detém as
funcdes de protease, helicase e NTPase. A clivagem proteolitica desta poliproteina
provavelmente deve ser feito em concentragBes equimolares dos polipeptideos.
Contudo, possiveis diferencas em alvos intracelulares e de estabilidade podem levar
a uma “preferéncia” no processamento e apresentacdo dos peptideos da NS3 em
relacdo as demais proteinas (YEWDELL, 2006).

Assim, vérios peptideos da NS3 tém sido identificados como epitopos de
células T durante a vigéncia de infec¢cdes naturais entre os quatro sorotipos do
DENV (VAUGHAN et al., 2010). Alguns desses epitopos encontram-se entre os 14
peptideos frequentemente reativos em nosso estudo e assim propostos como
epitopos de células T. Entre eles temos: NS3 405 419, NS3 525 539,
NS3 285 299, NS3 209 223, NS3 493 507. Convém mencionar que 0s epitopos
sdao numerados pelo sorotipo e subtipo viral. Portanto pequenas diferencas entre a
sequéncia de aminoacidos sao esperadas.

E freqiiente a correlacdo entre os epitopos e o fenétipo do linfocito T (CD4+
ou CD8+), a restricdo aos alelos HLA e a severidade da doenca. Nesse sentido,
varios trabalhos tém enfatizado uma associagdo entre a forma hemorrdgica da
dengue e os linfocitos T contra os epitopos da NS3.

Loke et al. (2001) identificaram trés epitopos de NS3 (TVWFVPSIK,
NYADRRWCF, EALRGLPIR) reconhecidos por células T CD8+ em pacientes FHD.
Simmons et al (2005) também associaram o epitopo NS3 — GINYADRRWCF com
forte resposta de célula T em Viethnamitas com FHD em infec¢des secundarias. Em
acréscimo, esse estudo revelou que numerosos epitopos da NS3 estédo
compreendidos entre a regido 200-324. Esta apresenta cerca de 78% de homologia
entre 0s sorotipos, sugerindo esta regido como boa candidata para uma vacina de
dengue baseada em epitopos.

Zivna et al., (2002), em estudo realizado entre dez criancas na Tailandia,

demonstraram uma forte resposta de células T CD8+ peptideo-especifica para
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NS3_ 221 232 - LAPTRVVAAEME do DENV-4 restrito ao HLA-B*07. Essa resposta
foi correlacionada com pacientes que apresentam a FHD em infec¢des secundarias.
Em outro estudo, Mongkolsapaya et al. (2003) também identificaram uma forte
resposta de linfocitos T CD8+ especifica em pacientes com FHD contra o epitopo
NS3_130_ 144 — GTSGSPIIDKK e seus variantes naturais entre os quatro sorotipos
restrito ao HLA-A*1101. Esse fato também foi descrito por Duangchinda et al.
(2010), os quais colocaram este epitopo como uma sequéncia imunodominante

envolvida com a forma hemorragica da dengue.

7.2 Associacao entre o peptideo e o haplétipo HLA

O extremo polimorfismo dos genes HLA de classe | e Il tem uma grande
influéncia na funcédo biolégica de suas moléculas. A maioria desses polimorfismos
resulta em mudancas significativas na composicdo de seus aminoacidos nos
dominios protéicos das moléculas HLA, os quais interferem na ligacdo e
subsequente apresentacdo dos peptideos antigénicos para as células T (PARHAM,
2005).

Libraty et al. (2001) demonstraram que o DENV induz maior expressédo das
moléculas HLA nas células infectadas. Desta forma, essas moléculas apresentam
um papel importante na resposta imune do hospedeiro contra este virus, o que tem
contribuido para vérios estudos de associacao genética e a dengue.

Contudo, vérios fatores tém dificultado a interpretacdo de estudos de
associacdo caso-controle e o alelo HLA. Dentre esses podemos mencionar: 0S
aspectos étnicos e o tamanho da populacédo de estudo, a frequiéncia e composicao
dos alelos e haplotipos HLA detectado, o grau de resolucéo das técnicas de tipagem
alélica e as definicbes biolégicas e clinicas do diagnostico da dengue em
investigacdo (CARDON; BELL, 2001). Assim, uma ampla amostragem incluindo
pacientes e controles é essencial para prover alto poder estatistico na deteccao de
verdadeiras associagfes HLA e fendtipo da doenga. Neste contexto, a maioria dos
estudos genéticos e a dengue tem sido realizados em populagdes do Sul e Sudeste
Asiatico e no Caribe. Poucos estudos tém sido realizados nas Américas
(STEPHENS et al., 2010).
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Diante disso, nosso estudo pode contribuir na avaliacdo preliminar desses
estudos de associacdo genética e a dengue nas Ameéricas. Portanto, além da
identificacdo dos peptideos das proteinas NS1 e NS3 frequentemente capazes de
elicitar uma resposta de célula T entre os pacientes DENV-3, nds tipificamos os
alelos HLA de nossa amostra (n = 43) e agrupamos em supertipos de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas dos pockets das fendas HLA (item 6.3.1). Em
acreéscimo, nés investigamos se existe associacao entre os alelos HLA e o peptideo
candidato (Tabela 5), ou seja, quais os alelos que frequentemente apresentam a
sequéncia antigénica aos linfécitos T.

Para a construgcdo de uma vacina baseada em epitopos de células T, é
necessario conhecer se a sequéncia peptidica é apresentada pela maioria dos alelos
HLA da populacdo alvo, uma vez que, uma sequéncia antigénica apresentada por
alelos HLA raros na populagédo ndo permitira a esta vacina uma grande eficiéncia.

Avaliando a resposta antigénica aos alelos mais freqliientes em nossa
populacdo, nés encontramos forte associacdo entre nossas sequéncias peptidicas
frequentemente respondedoras e os alelos: HLA-A*23 (supertipo A24) e HLA-A*31,
34, 66 (supertipo A03); HLA-B*40 (supertipos B27 ou B44), HLA-B*39 (B27), HLA-
B*08 (B08) e HLA-B*58 (B58); HLA-C*06 e HLA-C*08; HLA-DRB1*07, HLA-
DRB1*11, HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*14.

A analise fisico-quimica das especificidades dos pockets B e F utilizados no
agrupamento dos supertipos propostos por Sidney et al. (2008) foram claramente
observadas entre esses nossos resultados. Destacamos em negrito a provavel
sequéncia de 9 mers e sublinhado os aminoacidos ancoras dos pockets B e F.

Neste aspecto, o peptideo NS1_41 55 mostrou forte associacdo (OR=12,96)
com o alelo HLA-A*23, agrupado no supertipo A24. Este supertipo apresenta
especificidade para aminoacidos aromaticos e alifaticos (pocket B) e aromatico,
alifatico e hidrofébico (pocket F). Neste peptideo poderiamos considerar por
exemplo, a sequéncia de 9 mers RLATAIAGA WENGVC como o provavel epitopo.
Semelhantemente, esta especificidade pode ser vista no peptideo NS1 65 79 —
NLLWKQIAN ELNYIL ou NLLWKQIANELNYIL.

Outro supertipo associado com a apresentacdo dos peptideos antigénicos foi
0 A03. Suas especificidades sdo aminoacidos pequeno e alifatico (pocket B) e
basico (pocket F). Este fato pode ser visualizado no peptideo NS1 285 299 —
VITENCGTRGPSLR.
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Em relacdo ao supertipo B27, o qual apresenta especificidade para
aminoacidos basicos (pocket B) e aromaticos, alifaticos, basicos e hidrofobicos
(pocket F), forte associacdo também foi vista entre NS1 41 55 (OR=11,47) -
RLATAIAG AWENGVC e NS1_121 135 (OR=12,52) — AKIVTAETQNSSFII.

A andlise dos peptideos candidatos e o supertipo B44, o qual apresenta
especificidades para aminoacidos acido (pocket B) e aromatico, alifatico e
hidrofébico (pocket F) revelou associacdo entre o peptideo NS3 177 191 -
PELEEEMFKKRNLTI ou PELEEEMFKKRNLTI (OR=15,18). De forma anéloga,
esta especificidade pode ser vista também para o peptideo NS3 285 299 -
DEAHFTDPASIAARG (OR=13,74)

Para o supertipo B58, n0s encontramos forte associacéo entre os peptideos
NS1 285 299 - VITENCGTRGPSLR (OR=8,45), NS3 285 299 -
DEAHFTDPASIAARG (OR=19,80) e NS3 525 539 — RLKGESRKTFVELMR
(OR=7,58). Este supertipo é caracterizado pela especificidade de amino&cidos
pequenos (pocket B) e aromaticos, alifaticos e hidrofobicos (pocket F).

Em relacdo ao supertipo BO08, o pocket B ainda permanece com
especificidade indefinida, embora o pocket F seja especifico para interacées com
aminoacidos aromaticos, alifaticos e hidrofébicos. Para este supertipo, o peptideo
NS1 209 223 — SWKLEKASLIEVKTC - apresentou forte associacdo (OR=6,85).
Devido a indefinicdo da posi¢do 2 (pocket B), varias possibilidades de epitopos de
9mers podem ser associadas para este peptideo.

E digno de nota que o alelo HLA-DRB1*11 foi associado de forma significativa
entre 17 dos 30 peptideos candidatos. Contudo, esse resultado pode ser devido a
chance, uma vez que, nosso n amostral € muito pequeno e multiplas analises foram
feitas. Considerando-se que tivemos um total de 67 alelos, sendo 16, 21, 13,12 e 5
alelos para os genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR e HLA-DQ, respectivamente, e
gue tivemos andlise feita para 30 peptideos, 2010 testes foram realizados (30 x 67 =
2010). Se considerarmos que todas essas associacfes ndo sao verdadeiras, para
um erro alfa = 5%, teriamos em média 100 falsas associacbes possiveis (2010 x
5%). NOs encontramos 37 associagcfes entre todos os alelos e os 30 peptideos.
Pode ser que algumas dessas sejam falsas. Entretanto, outras sdo verdadeiras
associacfes. Métodos bioquimicos sdo necessarios para esta validacao.

Desta forma, nos realizamos ensaios de afinidade de ligacdo para os alelos

do gene HLA-DRBL1 entre os peptideos candidatos para validarmos essas provaveis
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associac0Oes (ver item 7.5) Infelizmente, devido ao seu alto custo, esses ensaios néao

puderam ser realizados para os demais genes HLA.

7.3 Associagao entre o peptideo e a forma clinicad a doencga

Para avaliarmos se uma dada sequéncia peptidica estava correlacionada com
a gravidade da doenca, nos verificamos a associacdo entre as resposta dos
peptideos candidatos e a forma clinica da dengue. Neste caso, apenas o0 peptideo
NS1 297 311 mostrou-se associado com a doenca severa (OR=5,4).

No entanto, enquanto este peptideo NS1 297 311 — SLRTTTVSGKLIHEW -
do DENV-3 apresentou associagdo com a gravidade da doenca em humanos,
considerando-se a infeccdo natural, estudos in vitro utilizando animais de
experimentacdo (camundongos suicos), revelaram um carater protetor durante
imunizacdo com o analogo peptideo NS1 297 310 - SVRTTTDSGKLITD - do virus
da encefalite japonesa. Este estudo revelou forte resposta humoral nesses animais
associando este peptideo como um epitopo de célula B (DIEWASTHALY et al.,
2007).

E importante salientar que o nosso estudo apresenta um carater exploratério
com o0 objetivo de indicarmos possiveis regides do DENV-3 que elicitam forte
resposta de célula T. Assim, poucos resultados referentes ao mapeamento deste

virus tém sido publicados ou enfatizados na literatura.

7.4 Efeito combinado do peptideo e o gendétipo HLAn  a severidade da doenca

Uma das caracteristicas marcantes dos epitopos de células T é sua
necessidade de apresentacdo pelas moléculas MHC, denominada restricdo MHC
(ABBAS; LITCHMAN; POBER, 2007). Muitos epitopos podem ser apresentados por
uma, poucas ou varias moléculas HLA. Nesse contexto, é importante ndo apenas

identificar a associacdo entre uma sequéncia antigénica candidata e um dado alelo,
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mas também avaliar o efeito combinado, ou seja, a presenca simultanea de um dado
alelo HLA e a resposta positiva a uma sequéncia candidata.

Desta forma, nos avaliamos este efeito combinado peptideo:HLA
influenciando na gravidade da doenca através de um modelo de regresséo logistica
(Tabela 6).

Nossos resultados revelaram que associacdo conjunta entre os peptideos
NS1 45 59, NS1 85 99, NS3 405 419 e o alelo HLA-A*31(supertipo 01/03)
influenciam na gravidade da doenca. Esses resultados corroboram com o trabalho
de Sierra et al., (2007) em um estudo realizado na populagéo cubana (n=120), o qual
associou este alelo favorecendo a susceptibilidade em desenvolver FHD durante
infeccdo secundaria pelo DENV-2. Além disso, nesse mesmo estudo, os autores
também associaram o alelo HLA-B*15 com a FHD. O alelo HLA-B*15 pode ser
agrupado entre os supertipos B7, B27 ou B44. A precisa determinacdo deste
agrupamento ndo pode ser determinada devido a utilizacdo de técnicas de tipagem
de baixa resolucdo. Contudo, nossos resultados revelaram maior susceptibilidade a
dengue grave na associacdo NS1_45 59:HLA-B*39 (B07/B27), NS1_41 55:HLA-
B*35 (B7), NS1 201 215:HLA-B*39, NS3 209 223:HLA-B*39, NS3 405 419:HLA-
B*39. Em acréscimo, o peptideo NS3_497 511:HLA-B*51 (B7) também esteve
associado com a gravidade da doenga.

Esses resultados sugerem que os alelos pertencentes aos supertipos B7, B27
e B44 parecem estar associados com a susceptibilidade das formas severa da
dengue. Em um estudo realizado na populagéo Tailandesa (n=263), Stephens et al.
(2002) demonstraram maior susceptibilidade a FHD para os alelos HLA-B*51 (B07)
para todos os sorotipos do DENV durante infeccdo secundaria. Entretanto, nesse
mesmo trabalho, quando a infeccdo secundaria foi determinada apenas pelo DENV-
3, houve associac¢do deste alelo HLA-B*51 favorecendo a forma classica da dengue.
Os estudos de Zivna et al. (2002) também relacionaram forte associacdo entre o
peptideo NS3_221-232 do DENV-4 com o alelo HLA-B*07 (BO7) correlacionado com
a FHD. Em acréscimo, recentemente, Vejbaeysa et al. (2009) associaram o alelo
HLA-B*48 (B27) influenciando a FHD em infec¢cdes secundarias com todos os
sorotipos de DENV.

Ainda em relacdo ao efeito combinado peptideo:HLA, nossos resultados
revelaram associacdo entre NS1 177 181, NS1 289 303, NS1 309 323,
NS3 89 103 e NS3_181 195 com o alelo HLA-A*24 (A*24) favorecendo a
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gravidade da doenca. Esses achados sao concordantes com os trabalhos de Loke et
al. (2001), os quais associaram a presenca deste alelo com a SCD na populagéo
Vietnamita (n=352). Além disso, Lan et al. (2008) também estudando n=629
pacientes com infectados pelo DENV no Vietna, avaliando o polimorfismo no codon
70 do HLA-A*24, onde podemos encontrar o aminodcido histidina (HLA-A*2402,
HLA-A*2403, HLA-A*2410) ou o aminodacido glutamina (HLA-A*2407) correlacionou
a presenca de SCD para o aminoacido histidina no cédon 70 deste alelo em
infeccdes primarias com DENV-1 e DENV-2.

Adicionalmente, Stephens et al. (2002) encontraram o alelo HLA-A*0203
(A02) associado com susceptibilidade em desenvolver a forma classica da dengue
em infeccOes secundarias com todos os sorotipos do DENV na Tailandia. Um outro
alelo, o HLA-A*0207, nesse mesmo estudo, foi associado com maior
susceptibilidade para FHD em infec¢des secundarias para os sorotipos 1 e 2. Chiew-
silp et al. (1981) também encontraram o alelo HLA-A*02 associado com a FHD na
Tailandia (n=87). Em outro estudo desenvolvido em Cuba com n=82 pacientes,
Paradoa Perez et al. (1987) associaram o alelo HLA-A*01 com maior
susceptibilidade em desenvolver FHD.

Estudos de associagdo entre os alelos HLA-C, DP e DQ ainda sdo muito
preliminares e escassos na literatura. Nossos resultados revelaram forte associacao
entre: HLA-C*04:NS1_41 55, HLA-C*06:NS1 297 311, HLA-C*07:NS3_285 299,
HLA-C*15:NS3 497 511, NS1_85 99:HLA-DQ*04, NS3_405_419:HLA-DQ*04,
NS1 297 311:HLA-DQ*06 e NS3_497 511:HLA-DQ*03.

Em um estudo conduzido por Polizel et al. (2004) envolvendo n=64 pacientes
brasileiros com DENV-1, os alelos HLA-DRB1*01 e HLA-DQ1 apresentaram maios
susceptibilidade em desenvolver a DC em infeccdo primaria. Nascimento et al.,
(2006) encontraram forte associacao entre o alelo HLA-C*01 e a FHD numa coorte
de DENV-3 em Recife, Brasil.

Por outro lado, alguns alelos tém sido associados com um carater protetor em
desenvolver as formas graves da dengue. Em nosso estudo, nés encontramos forte
associacao entre: NS1_237_251:HLA-A*30 (A01A03). AssociaglOes negativas entre
os alelos HLA e a forma hemorragica da dengue também foi encontrada entre os
alelos HLA-A*33 (LOKE et al., 2001; STEPHENS et al., 2002); HLA-B*15 e HLA-
B*44 em infeccOes secundarias por todos os sorotipos (STEPHENS et al., 2002);
HLA-DRB1*0901 em infec¢cbes secundérias pelo DENV-2 (LAN et al., 2008); HLA-
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A*29 (PARADOA PEREZ et al., 1987); HLA-DRB1*04 (LA FLEUR et al., 2002;
SIERRA et al, 2007) e HLA-DRB1*07 (SIERRA et al., 2007). Nascimento et al (2006)
associaram o alelo HLA-C*15 com resisténcia a infeccéo secundaria.

Nés também avaliamos se o fato de um individuo tiver tido contato prévio com
a sequéncia candidata (infeccdo secundaria) influencia a apresentacdo desta
sequéncia pelo alelo HLA considerado na gravidade da doenca (Tabela 7). Este fato
foi observado com forte associacao entre HLA-A*68 (A03):NS1 241 255, HLA-A*11
(A03):NS3_497 511, HLA-B*14 (B27):NS1_45 59, HLA-B*07 (B07):NS1_297 311,
HLA-B*58 (B58):NS3 89 103, HLA-B*15 (B07, B27, B58, B62):NS3 405 419.

Podemos inferir que o status naive x memaria do linfécito T pode contribuir
para a patogénese da doenca. Neste status, uma maturacdo de afinidade entre o
TCR e 0 co-reconhecimento do peptideo:MHC favorece a
resposta linfocitaria durante a infeccdo secundéria. Este é o caso de epitopos de
baixa imunogenicidade e conservados, que sO induzem resposta apoés infeccdes
multiplas. Especificamente, o0s peptideos NS1 297 311, NS1 497 511 e
NS3 405 419 apresentam regibes conservadas entre 0S sorotipos e estiveram
associados com o status secundario da infeccao.

Adicionalmente, a combinacdo peptideo:MHC também pode aparecer com
maior frequéncia na infec¢do secundaria, diante de epitopos sorotipo especifico, o
que foi evidenciado entre os peptideos NS1_45 59, NS1 241 255 e NS3_89 103,
0s quais foram propostos em nosso estudo como epitopos do DENV-3.

Outras associagfes genéticas tém sido identificadas e associadas com a
patogénese da dengue. Estudo de polimorfismo de um dnico nucleotideo para os
haplétipos do TNF e da linfotoxina a (LTA), compreendidos dentro da classe Il do
MHC, foram avaliados em um estudo na Tailandia. Essas citocinas compartilham o
mesmo receptor e possuem cerca de 50% de homologia entre si. Polimorfismos nas
posicoes -308 (G/A), -208 (G/A) e +488 (G/A) do TNF e nas posi¢cbes +249 (A/G),
+365 (G/C) e +720 (C/A) da LTA foram analisados. O haplotipo TNF-4, caracterizado
pela substituicio de um A em vez de G na posicao -238) foi substancialmente
aumentado em pacientes com FHD em infec¢Bes secundérias. Devido ao evidente
desequilibrio de ligagdo existente entre esse haplotipo e a LTA-3 (A = +249, G
=+365, C=+720), essa associacdo TNF-4/LTA3 foi correlacionado com a gravidade
da doenca. Os autores também analisaram os alelos HLA de classe | e Il nesta

mesma coorte e verificaram uma maior freqiéncia dos alelos HLA-B*48 e B*57 de
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classe | e HLA-DRB1*0701 e HLA-DQB1* 03032 de classe Il correlacionados com o
haplotipo TNF-4 e LTA-3 (VEJBAESYA et al., 2009).

Epidemiologicamente, casos de SCD tém sido reportados em infeccdes
secundarias em pacientes Tailandeses pertencentes ao grupo AB do sistema ABO
sanguineo (KALAYANARROJ et al., 2007). Os autores sugerem que 0s anticorpos
naturais pertencentes a esse sistema, podem reagir cruzadamente contra o DENV,
atribuindo aos pacientes certo grau de protecdo. Isto ndo aconteceria com esses
individuos AB, uma vez que, no soro destes ndo se encontram tais anticorpos.

Outros fatores genéticos associados com a patogénese da dengue sdo 0s
polimorfismos na regidao promotora do CD-209, DCSIGN1-336, foram avaliados em
um estudo na Tailandia, o qual revelou que o alelo G desta variante estava
associado com uma forte resposta protetora contra a forma classica da dengue
(SAKUNTABHAI et al., 2005). Em outro estudo realizado no Vietna, avaliando
polimorfismos para o gene codificante para receptor da vitamina D, demonstrou uma
baixa frequéncia do alelo t entre os pacientes com febre hemorragica da dengue
(FHD), sugerindo que este alelo pode exercer um carater protetor em relacdo a
severidade da doenca. Neste mesmo estudo, a andlise de polimorfismos na posicéo
131 do gene do FcyRll, cujo produto é capaz de mediar a ligacdo com anticorpos
opsonizantes da classe IgG, revelou que a variante alélica R (para o aminoacido
arginina), pode estar associada com a reducgéo do risco de FHD facilitada por esses
anticorpos (LOKE et al., 2002).

O gendtipo selvagem AA para o gene da lectina ligadora de manose (MBL2)
tem sido relacionado com trombocitopenia e maior susceptibilidade a dengue severa
por ligacdo da MBL a residuos carboidratos na superficie viral. 1sso resultaria em
ativacdo do sistema complemento e consequente lise das plaquetas (ACIOLI-
SANTOS et al.,, 2008). A deficiéncia da glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD),
uma enzima ligada ao cromossomo X, pode contribuir para o0 aumento da replicacao
do DENV por provocar anormalidades na sintese dos intermediarios reativos do
oxigénio como os radicais superoxido, peroxido de hidrogénio e oxido nitrico (CHAO
et al., 2008).

Proteinas transportadoras de antigenos (TAP) existentes na membrana do RE
sdo fundamentais para o processamento de antigenos enddgenos e apresentacéo
aos linfocitos T CD8+, por moléculas MHC de classe |. A analise de polimorfismo
genético nos residuos 333 e 637 da TAP1 e dos residuos 379, 565 e 665 da TAP2
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foi avaliada por Soundravally e Hoti (2008) em pacientes com infec¢cfes priméria e
secundaria. Este estudo revelou que a frequiéncia do gendtipo lle/lle para o lécus
333 da TAP1 estava significativamente associado a uma diminuicdo de FHD entre
infeccbes primaria, quando comparada a dengue classica. De forma semelhante, o
gendtipo Val/Val para o lécus 379 da TAP2 estava associado com uma baixa
frequéncia para FHD nas infeccbes primaria. Este gendtipo também estava
associado com a diminuicdo do risco, em torno de 50%, para FHD em infeccdes
secundarias. Individuos infectados que desenvolveram SCD nas infeccfes primarias
mostraram baixa frequéncia do gendétipo Asp/Asp para o residuo 637 da TAPL1. Em
acréscimo, este genatipo foi associado a uma reduc¢éo do risco em 0,643x para SCD
em infec¢cdes primarias.

Polimorfismos genéticos também tém sido associados com a producdo de
varias citocinas que conjuntamente ou isoladamente podem contribuir para as
manifestacdes clinicas graves da dengue. Perez et al (2010), em um estudo
realizado com um grupo de individuos com antecedéncia de FHD durante infeccao
secundaria, tendo como sequéncia DENV-1/DENV-2, demonstraram que o alelo A
para TNF-a (-308) e os haplétipos ACC/ATA para a IL-10 (-1082/-819/-592) estavam
associados com o fenétipo FHD. No entanto, o genétipo GG para o TNF-a (-308) e
para o cdédon 25 do TGF-B1 estavam associados com o fendtipo protetor. Neste
caso, 0s autores concluiram que alta producédo de TNF-a e a baixa producéo da IL-
10 parece aumentar o fenotipo severo da infeccéo pelo DENV-2 durante a infeccao
secundéria, enquanto altas concentracdes de TGF-B1 parece exercer um carater
protetor contra a FHD.

Ainda em relacéo ao polimorfismo apresentado entre as citocinas, Fernandez-
Mestre et al (2004) relataram uma alta associacdo do alelo TNF-a308A entre os
pacientes com DC que apresentavam manifestacées hemorragicas, atribuindo a este
alelo um fator de risco para hemorragias. Além disso, esse estudo revelou que a
associacao entre 0 gendtipo para alta producdo de TNF- a e baixa concentracéo de
IL-10 estava envolvido na forma severa da dengue.

Moléculas imunorregulatérias como o antigeno 4 de linfécito T citotoxico
(CTLA-4) e o fator de crescimento e transformacéo beta (TGF-f1) sdo importantes
para manutencao das células T regulatérias (Treg). Desta forma, Cheng et al (2009)
realizaram um estudo de associacao entre o polimorfismo para os genes CTLA-4
+49A/G e TGF-B1 -509C/T com a FHD e a carga viral em uma epidemia do DENV-2
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ocorrida na Tailandia entre 2002 e 2003. Nesse estudo, a freqiiéncia do gendtipo CC
para TGF-B1 -509 estava aumentada entre os pacientes com FHD quando
comparados com a forma DC. Além disso, quando combinaram os efeitos do alelo G
no CTLA-4 +49 e o genotipo CC para TGF-B1 -509C, o risco aumentou em cerca de
2x para FHD além de estar correlacionado significativamente com elevada carga

viral.

7.5 Avaliacéo dos ensaios de afinidade de ligacdoa o0 gene HLA-DRB1

Um elemento chave na resposta imune celular baseada em células T € o co-
reconhecimento do peptideo antigénico:MHC pelo receptor de célula T (TCR).
Contudo, o alto grau de polimorfismo das moléculas MHC expressas na populacdo
humana € um obstaculo para identificacdo dessas sequéncias peptidicas capazes
de elicitar uma resposta imune celular. Assim, ensaios de inibicdo competitiva
realizados entre um peptideo controle e um peptideo teste tém sido utilizados para
identificacdo de moléculas MHC com forte afinidade de ligacdo ao peptideo teste.
Esses ensaios permitem demonstrar que tipo de peptideo antigénico pode se ligar
com alta ou baixa afinidade a uma ou a mudaltiplas moléculas MHC (HLA
degeneradas), e assim, identificar aqueles que podem ser reconhecidos pela maioria
da populacéo (SIDNEY et al., 1995).

Southwood et al., 1998 desenvolveram e validaram sistemas de ensaios para
identificacdo de varias moléculas HLA-DR, as quais sdo representativas e
predominante entre os alelos da populacdo humana mundial. Assim, a aplicacao
desta metodologia de ensaios de ligacdo peptideo:MHC tem sido utilizada com o
objetivo de identificar peptideos ligantes a moléculas HLA degeneradas contribuindo
para o desenvolvimento de uma vacina baseada em epitopos. Contudo, 0s ensaios
de afinidade de ligacdo sé&o restritos e escassos devido ao seu alto custo, e assim,
métodos in silico baseados nas caracteristicas fisico-quimica dos aminoacidos
ancoras tem sido desenvolvidos e aprimorados para auxiliar na identificacdo e
caracterizacdo de peptideos antigénicos (BRUSIC; BAJIC; PETROVSKY, 2004).

Em colaboracdo com a equipe do Dr. Alessandro Sette, ndés avaliamos a

afinidade de ligacdo entre os peptideos das proteinas NS1 e NS3 do DENV-3 para
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nove alelos HLA-DRB1: 0101, 0301, 0401, 0404, 0405, 0701, 0802, 0901, 1101,
1302, 1501. Esses alelos sdo os mais representativos da populagdo mundial
(SOUTHWOOD et al., 1998). A restricao aos alelos HLA-DR foi associada com alta
e intermediaria afinidade para uma IC50 < 1000 nM (Tabelas 8 e 9).

Nossos resultados revelaram que varios peptideos NS1 e NS3 se ligam com
alta afinidade aos alelos HLA-DRB1, e que, por conseguinte, sao potenciais
indutores de uma resposta celular mediada por linfécitos T CD4+. O exato papel das
células T na dengue ainda permanece incerto. Contudo, podemos inferir que a
interacdo dos diferentes mecanismos de resposta entre essas células e demais
células imunoldgicas pode determinar a patologia evidenciada na dengue.

Conforme mencionamos no item 7.2, o alelo HLA-DRB1*11 apresentou forte
resposta associativa entre os peptideos candidatos. Contudo, devido ao pequeno
tamanho da amostra analisada, algumas dessas associagcbes podem n&o ser
verdadeiras. Assim, os ensaios de afinidade de ligagao foram utilizados para validar
0s reais peptideos associados com este alelo. Nossos resultados revelaram que os
peptideos NS1_ 85 99, NS1_105 119, NS1 173 187, NS1 313 327,
NS3_181 195, NS3_ 185 199, NS3_209 223, NS3_381 395, NS3_389 403,
NS3_525 539, NS3_53 67, 77_91, NS3_105_ 119, NS3_113_127, NS3_137_151,
NS3_201 215, NS3_205 219, NS3_237_251, NS3_265 279, NS3_293 307,
NS3 297 311, NS3_309 323, NS3 353 367, NS3 357 371, NS3_ 373 387
apresentaram alta e intermediaria forca de ligacdo (IC50 <1000 nM) para este alelo,
e portanto, representam associacbes verdadeiras, mesmo considerando-se o
pequeno valor amostral.

O numero de estudos que mencionam associacao de alelos HLA e peptideos
antigénicos na dengue sao muito escassos. Em relacdo ao alelo HLA-DRB1*11, La
Fleur et al. (2002) em estudo realizado no México com 47 pacientes com DC e 38
com FHD, revelaram uma associacdo negativa para este alelo. Portanto, este
genotipo esteve relacionado com a resisténcia ao desenvolvimento da forma
classica da doenca. Em acréscimo, esse estudo também revelou uma associacéo
negativa entre o alelo HLA-DRB1*04 e o desenvolvimento de FHD. Dados
semelhantes foram encontrados por Sierra et al. (2007) em 120 pacientes cubanos.
Nesse estudo, além do HLA-DRB1*04, o alelo HLA-DRB1*07 também esteve
associado negativamente com a FHD, em pacientes com infeccdo secundaria
(DENV-1/DENV-2).
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7.6 Associagao entre os resultados do ELISPOT e os dados de afinidade de
ligacéo para o gene HLA-DRB1

NOs verificamos se um dado alelo HLA-DRB1 com alta afinidade a um
peptideo responsivo € muito freqiiente entre a populacdo de estudo. Desta forma,
nos correlacionamos a afinidade de ligacdo de cada peptideo candidato para cada
alelo com o perfil de positividade para cada alelo na populacdo de estudo (ou seja,
frequéncia de pacientes com resposta positiva para o alelo em questado dentro da
populacao estudada).

Assim, nos apresentamos o0s dois peptideos mais bem correlacionados,
sendo o peptideo NS1 297 311 o uUnico que apresentou associacao significativa
considerando-se o0 valor de p<0,1. Um outro peptideo, NS3 181 195, também
apresentou-se bastante “interessante” com um pequeno valor de p (Figura 11).
Esses resultados podem ser mais facilmente elucidados com o aumento do tamanho
amostral. Contudo, podemos discutir alguns pontos para considerarmos esses dois
peptideos como fortes candidatos a epitopos de células T e que podem ser
subsequentemente utilizados como candidatos a formula¢cdo de uma vacina.

Vejamos, para o peptideo NS1_ 297 311, quando houve alta afinidade de
ligacdo para os alelos HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0802 e HLA-DRB1*1302, houve
também uma alta proporcao de positividade de pacientes que contém esses alelos
entre o total de pacientes estudados. Semelhantemente, para 0 peptideo
NS3_181 195, alta proporcdo de positividade entre a populacdo de estudo foi
visualizada para os alelos HLA-DRB1*04 e HLA-DRB1*1101. Esses resultados séao
primordiais e de grande contribuicdo para a construcdo de uma vacina, pois, quando
houve afinidade entre o alelo e o peptideo, houve uma proporcéo de positividade de
pacientes que contém este alelo na populacdo. Isto significa que € um alelo de
grande afinidade e frequente, ou seja, muitos individuos o possuem entre a
populacao de estudo.

Além disso, quando o peptideo NS1 297 311 revelou baixa afinidade de
ligacdo para o alelo HLA-DRB1*1101, houve também uma diminuicdo da propor¢ao
de individuos positivos a este alelo entre a populacédo estudada. Isto significa que o

alelo é pouco frequente na populacao de estudo e sem afinidade (0%) ao peptideo.
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Dados semelhantes foram observados para o peptideo NS3 181 195 e o alelo
HLA-DRB1*0802.

Estudos que mencionem este tipo de associacdo utilizando-se vetor de
propor¢cdes, considerando-se a proporcdo de positividade a um dado alelo e a

frequéncia de positividade deste alelo na populacéo, sdo escassos na literatura.
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7.7 Predicdo teorica para os alelos HLA de classe | e Il e analise das
sequéncias conservadas entre os sorotipos implicacd es para a proposicao de
epitopos de células T

As sequéncias candidatas a epitopos de células T das proteinas NS1 e NS3
do DENV-3 foram avaliadas por métodos computacionais avangados: ANN para os
alelos HLA de classe | (A e B) e consensus para os alelos HLA de classe Il (DRB1).
Esses algoritmos retornaram os alelos ligantes e o peptideo proposto permitindo
uma analise comparativa entre os dados experimentais e teéricos (Apéndice C e
Tabela 10).

Assim, o peptideo NS1_41 55 apresentou forte associagdo tedrica entre 0s
alelos HLA-B*3501 (B07, B27), HLA-B*5301 (B7) e HLA-B*3501 (BO7, B27). Esses
dados condizem com associacdo experimental vista entre os alelos HLA-B*40 (B27,
B44) e HLA-B*35 (B07, B27), os quais pertencem aos mesmos supertipos. Desta
forma, nds sugerimos esta sequéncia como um epitopo de LT CD8+ apenas para o
DENV-3.

O peptideo NS1_85 99 apresentou forte associacao de ligacdo, comprovada
pelos ensaios de afinidade para o alelo HLA-DRB1*08. Essa associacdo também foi
predita pelo método consensus. Além disso, esse peptideo apresentou forte
afinidade de ligacdo experimental para os alelos HLA-DRB1*0101, 0301, 0401,
0701, 0901, 1101, 1302 e 1501, sendo, portanto, promiscuo entre varios alelos de
classe Il. Este fato coloca esse peptideo como um epitopo de célula T CD4+ do
DENV-3.

Quando avaliamos o peptideo NS1 121 135 a associacdo teorica e
experimental foi observado para o alelo HLA-B*3501 (B07) e HLA-B*39 (B07, B27),
respectivamente. Em acréscimo, os ensaios de afinidade foram correlacionados com
os alelos HLA-DRB1*0401 e HLA-DRB1*0802. Assim, propde-se este peptideo
como epitopo de célula T para dengue 3.

A analise do peptideo NS1 201 215 comprovou a previsdo teérica com a
experimental para os alelos HLA-B*1503 (B27) e HLA-B*39 (B27), os quais
pertencem ao mesmo supertipo. Também é fato que este peptideo apresentou forte
afinidade de ligacdo experimental para os alelos HLA-DR1*0101, 0401 e 0802.
Além disso, parte desta sequéncia é conservada entre os sorotipos do DENV. Esses

achados colocam esse peptideo como epitopo de célula T.
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A avaliacdo comparativa do peptideo NS1_285 299 revelou associacao entre
os alelos HLA-A*34 (A*03) e HLA-A*6801 (A03), experimental e predito,
respectivamente. Além disso, essa sequéncia apresentou alta afinidade
experimental para o alelo HLA-DRB1*1302, encontrando-se parcialmente
conservada entre 0s sorotipos. Desta forma, esse peptideo € proposto como
epitopo de célula T.

Outro peptideo proposto como epitopo de célula T € o NS1_297 311.
Associacdo comparativa foi encontrada entre os alelos preditos HLA-B*1517, HLA-
B*5701, HLA-B*5801, todos pertencentes ao supertipo B58, e o alelo HLA-B*58
experimentalmente. A afinidade de ligagdo para o gene HLA-DRB1, for encontrada
para os alelos HLA-DRB1*0101, 0401, 0701, 0802 e 1501. Essa sequéncia &
também conservada entre os sorotipos do DENV. Desta forma, este peptideo
também é proposto como epitopo de célula T.

A sequéncia peptidica NS1_309 323 apresentou forte afinidade de ligacdo
para o alelo HLA-DRB1*0101. Além disso, houve associagao tedrica entre os alelos
HLA-A*2902 (A24) e experimental HLA-A*24, os quais pertencem ao mesmo
supertipo. Contudo esta sequéncia ndo encontra-se conservada entre os sorotipos.
Assim, ela é proposta apenas como um epitopo de célula T para o DENV-3. Dados
semelhantes foram visualizados para o peptideo NS3_181 195.

O peptideo NS3_185 199 apresentou alta afinidade de ligacdo para os alelos
HLA-DRB1*1101 e 1501. De fato, o alelo HLA-DRB1*1101 apresentou forte
correlacao estatistica para este alelo. Além disso, parte desta sequéncia encontra-se
conservada entre os sorotipos do DENV. Assim, propde-se este peptideo com
epitopo de célula T CD4+.

A avaliacdo do peptideo NS3_209 223 demonstrou associacao tedrica entre
os alelos HLA-B*2705 (B27) e HLA-B*1503 (B27) com o alelo HLA-B*39 o qual pode
pertencer ao mesmo supertipo (B27). A afinidade foi vista entre os alelos HLA-
DRB1*15 e HLA-DRB1*1101. Este ultimo também foi predito teoricamente. Contudo,
este peptideo ndo se encontra conservado entre os sorotipos do dengue. Assim,
apenas propomos esta sequéncia como epitopo de célula T para o sorotipo 3.

O peptideo NS3_285_299 apresentou forte afinidade de liagacdo para o alelo
HLA-DRB1*0401. Também este correlacionado com o alelo HLA-B*40 (B44) cujo
supertipo foi predito teoricamente para o alelo HLA-B*4501 (B44). Devido a sua

conservacao entre 0s sorotipos, este peptideo é proposto como epitopo de célula T.
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Um dos mais conservados peptideos entre os sorotipos dos DENV é o
NS3_405_419. Suas associagbes experimentais com os alelos HLA-DRB1*0301,
0401, 0404, 0405, 0802 também foram preditas para todos esses alelos. Em
acréscimo, percebe-se que associacao tedrica para os alelos HLA-A*1101 (A03),
HLA-A*2601 (A03), HLA-A*3001 (A03) e HLA-A*6801 (A03) foi correlacionada
experimentalmente com HLA-A*31 (A03) de mesmo supertipo. Assim, propde-se
este peptideo como um forte epitopo de célula T.

A avaliacdo comparativa do peptideo NS3 493 507 revelou que este
peptideo apresenta multipla afinidade de ligacdo para os alelos HLA-DRB1. Em
acréscimo, este peptideo é parcialmente conservado entre os sorotipos. Isto define
este peptideo como epitopo de célula T CD4+.

O peptideo NS3 525 539 também revelou multiplas associactes
experimentais entre os alelos HLA-DRB1. Entre esses, o alelo HLA-DRB1*11
apresentou associagdo significativa com este peptideo. Além disso, a andlise
comparativa revelou associacdo entre o alelo HLA-B*58 (B58) experimentalmente e
o alelo HLA-B*1517 predito teoricamente. Parte deste peptideo € conservado entre
0s sorotipos do dengue, o0 que o coloca como epitopo de célula T.

O peptideo NS3_497 511 ndo apresentou associacdo com 0S ensaios de
afinidade. Contudo, mostrou-se fortemente associado com o alelo HLA-B*51 (B0O7), o
qual foi predito experimentalmente com os alelos HLA-B*0702 (BO7), HLA-B*2501
(BO7) pertencentes ao mesmo supertipo. Devido a sua conservacdo entre 0s
sorotipos podemos sugeri-lo como epitopo de linfécito T CD8+.

A avaliacdo do peptideo NS1_65_ 79 revelou associa¢do entre o alelo HLA-
A*23 (A24). Este dado foi predito teoricamente com alta afinidade de ligacdo para o
alelo HLA-A*2403 (A24) e com afinidade intermediaria para o alelo HLA-A*2902
(A24). Nao apresenta conservacao entre 0os sorotipos nem resposta aos ensaios de
afinidade. Neste caso, podemos sugerir este peptideo como epitopo de LT CD8+
para o dengue 3.

Os peptideos NS1 45 59, NS1 177 181, NS1 209 223, NS1_241 255,
NS3_89 103 apresentaram forte afinidade nos ensaios de ligacdo aos alelos HLA-
DRB1 e ndo sdo conservados entre os sorotipos. Desta forma, podemos classifica-
los como epitopos de células LT CD4+ apenas para o dengue 3. Adicionalmente, 0s
peptideos NS3 381 395, NS3 389 403 e NS3 393 407 apresentaram forte
afinidade de ligagdo aos alelos HLA-DRB1 e sequencias conservadas entre 0s
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sorotipos. Desta forma, essas sequéncias sdo consideradas epitopos de LT CD4+
entre os sorotipos.

Embora exista uma correlacdo entre carga viral e severidade, a forma
hemorragica da infeccdo pelo DENV é comum em infec¢cdes secundarias e durante a
gueda da viremia. Desta forma, tem sido proposto que a FHD pode resultar da
imunopatologia mediada por célula T. Este fato tem ganhado notoriedade diante da
hipétese do “pecado antigénico original”’, onde células T de reatividade cruzada
oriundas de uma primoinfec¢cdo sdo ativadas durante uma infeccdo secundaria por
um sorotipo distinto resultando em forte expresséo de citocinas pré inflamatérias e
diminuicdo de desgranulagdo celular (MONGKOLSAPAYA et al, 2003;
MONGKOLSAPAYA et al., 2006).

Desta forma, uma produc¢éo intensa de citocinas pro-inflamatérias como IFN- y
e TNF-a pelas células T, promovem disfuncdo endotelial que contribuem para o
extravasamento de plasma caracteristico da FHD/SCD. Entretanto, pouco se sabe
sobre o papel das células T durante infec¢Bes primarias ou secundarias da dengue.
Células T CD8+ sorotipo-especifica ou de reatividade cruzada citoliticas ou
produtoras de citocinas tém sido detectadas na vigéncia de infeccdo pelo DENV em
humanos e em modelo animal (BEAUMIER et al., 2008;.MONGKOLSAPAYA et al.,
2006)

Assim, ndo apenas a expressao de citocinas, mas também a presenca de
células T multifuncionais com alta taxa de proliferacdo celular e que desenvolvem
mecanismos citotoxicos sdo importantes durante o desenvolvimento de uma
resposta mediada por célula T. O tipo de resposta que é induzida pode modular as
caracteristicas clinicas da doenca.

Duangchinda et al. (2010) em um estudo envolvendo uma coorte de criancas
Tailandesas (n=10) infectadas pelo DENV-2 frente ao proteoma do dengue,
identificaram que as células T da maioria dos pacientes sédo oligofuncionais ou
monofuncionais, onde entre os pacientes com FHD, 80% das células apresentavam-
se apenas secretoras de citocinas e 20% exibiam um fendtipo citotoxico.
Contrariamente, na vigéncia de uma infec¢ao primaria e ou com a forma clinica DC,
o fendtipo exibido pelas células T era citotoxico e com menor secre¢do de citocinas.
Esses resultados sugerem que o fendtipo e a magnitude da reposta por célula T tem
um papel importante na severidade da doenca, e que no caso da dengue grave,

exibe elevada secrecéo de citocinas e baixa desgranulacao celular.
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7

Entender o papel das células T CD8+ na dengue é primordial para o
desenvolvimento de uma vacina baseada em epitopos. Nesse aspecto, Yauch et al
(2009) caracterizaram a resposta LT CD8+ contra o DENV, utilizando-se uma cepa
do DENV-2 (S221), altamente virulenta em animais C57BL/6 (H-2°), geneticamente
deficientes nos receptores de interferons IFN-a/BR e IFN-yR. Nesse estudo, os
autores realizaram uma imunizacdo baseada em epitopos restritos a moléculas H-
2K e H-2D" (equivalentes aos alelos HLA-A e B humano). Apés 12-13 dias de
imunizacdo, os animais foram infectados. A imunizacdo com peptideo resultou no
controle da infeccao viral, reduzindo a viremia em cerca de 350x em relacdo ao
controle. Esse experimento revelou ainda que a resposta da célula T CD8+ na
dengue é polifuncional, ou seja, inclui proliferacdo, desgranulacdo e producdo de
citocinas e que pode desenvolver independentemente da rota de sinalizagdo IFN-
alpB.

Adicionalmente, Yauch et al (2010) investigaram o papel das células T CD4+
nesse mesmo modelo animal e avaliaram a imunizagcdo com epitopos dirigidos para
este tipo celular. Os autores concluiram que as células T CD4+ DENV-2 especifica
apresentaram um fendtipo Thl com secrec¢do intracelular de IFN-y , TNF-a, IL-2 e
CD40L e poderiam mediar citotoxicidade in vivo. Contudo, a deplegao de LT CD4+
nao apresentou efeito significativo no clearance viral antes da infecgcdo. Um ponto
importante é que a resposta humoral, com troca de isotipo e a resposta do LT CD8+
ndo foi dependente das células LT CD4+ na primoinfeccdo. A imunizacdo com
epitopos de LT CD4+ melhorou a resposta de citocinas e diminuiu significativamente
a carga viral no baco e nos rins dos animais.

Esses ultimos resultados favorecem o desenvolvimento de uma vacinagao
baseda em epitopos de células T. Contudo, convém mencionar que esses epitopos
devem ser regides altamente conservadas entre os sorotipos, uma vez que, células
T de reatividade cruzada podem favorecer uma producao de citocinas exacerbada e
culminar com as formas severas da dengue.

Em acréscimo, a vacina baseada em epitopos de células T, incluindo resposta
de células LT CD4+ e LT CD8+ pode ndo ser capaz de prevenir a infecgdo. Contudo,
apresenta eficiéncia em reduzir a carga viral e a severidade da doenca, além de
eliminar o risco do fendmeno ADE.

As pesquisas atuais que buscam desenvolver uma vacina contra a dengue,

sdo baseadas em virus vivos atenuados, inativados e quimeras moleculares. As
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vacinas inativadas contém apenas proteinas estruturais e falham em desenvolver
uma imunidade contra as proteinas ndo estruturais; além disso, necessitam de
adjuvantes e multiplas dosagens para inducdo de imunidade duradoura; apresentam
alta custo devido a maior manipulacdo e combinacéo de varios fatores (MURPHY;
WHITEHEAD, 2011).

As vacinas atenuadas devem ser imunogénicas, mas nao reatogénicas,
devem induzir imunidade celular e humoral semelhante a infeccdo natural, o
calendario de vacinacdo deve ser determinado com cautela, sobretudo entre os
individuos que ja apresentam imunidade ou sdo imunocomprometidos (EDELMAN,
2007).

As vacinas quiméricas sao semelhantes a um virus atenuado, porém
apresentam um alto custo. Em acréscimo, multiplas constru¢cdes sao necessarias
para assegurar a imunogenicidade e atenuacdo. Essas vacinas necessitam ser
tetravalente e se baseiam nos niveis de anticorpos neutralizantes contra os quatro
sorotipos. Entretanto, o risco de desenvolver as formas severas da dengue devido a
inducéo do fenébmeno ADE € iminente (MURPHY; WHITEHEAD, 2011).
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8 CONCLUSOES

a) Seis peptideos foram propostos como epitopos de células T: NS1 201 215,

b)

NS1 285 299, NS1 297 311, NS3 285 299, NS3 405 419 e
NS3_525 539, sendo desta forma, potenciais candidatos para imunizagdao em

animais de experimentacao;

Dentre esses peptideos, 0 NS1 297 311 apresentou-se associado com a
gravidade da doenca quando associado ou ndo aos alelos HLA, sugerindo

sua eventual capacidade de elicitar uma resposta de célula B;

c) Além disso, esse peptideo esteve correlacionado com os ensaios de afinidade

d)

aos alelos HLA-DRB1 apresentando um perfil de positividade alélica entre a
populacdo de estudo. Isto significa que para os alelos muito freqientes, ele
apresenta alta afinidade, enquanto que a afinidade é praticamente nula,

diante de alelos raros, 0 que no caso de uma vacina é primordial;

O peptideo NS3_405_419 é um dos mais conservados entre os sorotipos do
dengue (13 de seus 15 aminoacidos sdo conservados), sendo, portanto, um

excelente alvo para uma vacina baseada em epitopos;

e) A associacao NS1 237 _251:HLA-A*30 (AO1A03) apresentou-se

correlacionada com um efeito protetor em desenvolver a dengue grave.
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9 PERSPECTIVAS

d)

Caracterizar o fenétipo das células T diante dos peptideos imunogénicos;

Avaliar a reatividade antigénica das células T restrito aos alelos HLA mais

frequentemente associados;

Avaliar a resposta imune celular através da imunizacdo de animais de

experimentacdo com os peptideos imunorreativos;

Realizar o mapeamento e caracterizacdo da resposta imunolégica das demais

proteinas ndo estruturais do virus dengue 3.
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APENDICE A - Questionario Clinico Epidemioldgico

CPgAM QUESTIONARIO DE DENGUE — INICIO

Prontuario CPgAM DDDDD

Prontuario Local DDDDDDDDDDDD
B

Numero da Amostra (Database)

Local de Coleta 1-HES 2-HGV 3-HOC 4-HSJ 5-HAM 6-IMIP

]
Data de Coleta d m a DDDDDD

Nome

Idade DD

Sexo 1-Masc 2-Fem

[]
cpr R EEERE

Enderec¢o Residencial

Complemento

Bairro Cidade UF

Ponto de Referéncia

Telefones Residenciais
Endereco Comercial
Complemento

Bairro Cidade UF

Ponto de Referéncia

Telefones Comerciais
Cor ou raca 1-Branca 2-Preta 3-Amarela 4-Parda 5-Indigena 9-Nao respondeu

Grau de Instrucao 1-Analfabeto 2-Alfabetizado 3-Nivel médio 4-Nivel superior 9-N&o respondeu

LI

Renda da sua familia 1-Menos de R$300 2-entre R$301 e R$600 3-entre R$601 e R$1200
4-entre R$1201 e R$1800 5-acima de R$1800 9-Nao respondeu

O Senhor(a) viajou nos altimos 15 dias? se Sim, para onde? ....1-Sim 2-Nzo 9-Nzo Informou

OiSenhor{a)jatove deNGUEANTEST. ... ... .. rin o o dmis s reden s drsEs v sabibwsdeatssisysemssnbudanss 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou

O Senhor(a) sabe quais s@o os locais em que o mosquito da dengue se reproduz?.... 1-Sim 2-Nzo 9-Nzo Informou

L]

[

[

O Senhor(a) notou a presenca desses locais na sua residéncia?............................ 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou j
E proximo/da SUBTESIHENCIAR: . .......c.c...conirriraiimm s anstisiibasiad ssssbssnnssisorsssesnssnnansssosbos 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou j
Existem outros casos suspeitos de dengue na sua residéncia?.......................... 1-Sim 2-Nao 9-NZo Informou ||
= L T T e e e L e e e 1-Sim 2-Nzo 9-Nzo Informou ]
O Senhor(a) teve contato com agua empocada nos Gltimos 15 dias?............................. 1-Sim 2-Nzo 9-Nao Informou ==
Quantas pessoas moram na sua casa (incluindo empregados domésticos)?................. 9-Nzo Informou ]

Ha quanto tempo o senhor(a) esta doente? (em dias) |

Com qual sintoma sua doen¢a comegou?

O Senhor(a) esta tendo ou teve Febre? se Sim, ha quantosdias? ... 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou

DOrde CaPBeCAR ... oviireoime s snsstnssa et s e s aRe s oS 1-Sim 2-Nzo

|

9-Nao Informou

DOrNOSIBOINGS Y. ... v et vt e 1-Sim 2-Nao 9-Nzo Informou

L
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O Senhor(a) esta tendo ou teve DOr N0 COIPO?.........ccocuiiiiiiiiiiiiiiiieiei e 1-Sim 2-Nzo

9-N&o Informou [
NORTR N0 COIPOT........cocoicsmsmmmsmmmessrssssssserssasemassinseion 1-Sim 2-Nzo 9-Nao Informou E
Dor nas Articulag0es?................ccooieiiiiiiiic 1-Sim 2-Nzo 9-Nzo Informou r
COCRITASTY ...t e 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou P
DOr NABATHPAT 552 b0 cioabindssiosssssssmssmmssssissnsssssosms 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou [

Nauseas?.................cccccoeeen. 2-Nzo 9-Nao Informou
VLOMUIEOBR: - s s 3t o o S5 S8 SRR AR T SRS 1-Sim 2-Nao 9-N&o Informou B
Dlarrelade. o o e e 1-Sim 2-No 9-Nzo Informou | |
Dor na Batatadas Pernas?...................... 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou T
Falta de Ar sem Relacdo com Esfor¢o Fisico?............... 1-Sim 2-Nzo 9-N&o Informou P

Outros Sintomas?
O Senhor(a) notou Manchas avermelhadas No COrpo?.................ocooiiiiiiiiiiiiiiiiec 1-Sim 2-Nzo 9-Nzo Informou j
Sangramento na Gengiva®?.. 2-Nao 9-N&o Informou :
Escarro com Rastrode sangue?....................cccocooiiiiiiiiiiii 1-Sim 2-Nzo 9-Nao Informou :
O1itros Tipos . de SANGrAMENtO?......c.u bt sausiisassmensasnss 1-Sim 2-Nao 9-Nzo Informou :
Se Sim, quais?

O Senhor(a) tem Press@o Alta (HAS)?..............coiiiiiiiic e 1-Sim 2-No 9-NZo Informou ||
DIabeles? o o o e s e T st mainssas i R sa SOn e s e 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou P
alguma Doenca Cardiaca (Cardiopatia)?.................c.cocoiiiiiiicis 1-Sim 2-Nzo 9-N&o Informou :
- - 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou ]
LUPUSRE. o B et v dobe s b SRR L2 Sl Bk s s 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou :

O.Senhor(a)teMiOUILEVEICANCOE?. ... cvc-oiecsssmcsnconssasiarssssssannarpnsasessass ssssspossansstssnsssns ssssssss 1-Sim 2-Nzo 9-N3o Informou :

O Senhor(a) teMBIDSZ. ..o o ovsnniise sl s tsssiors o i s e sessvtosss seimvssmmssssss 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou :

O Senhor(a) tem Hepatite B OU C2...............cooiiiiiiii e 1-Sim 2-Nzo 9-Nao Informou :

O Senhor(a)/jateve FODIOIATNBNBIATL. oo i iaesissinsssesnssndsnsanssnssansesaimsesssisssnsisnsasasssiizuasssh 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou :

O Senhor(a) j& foi Vacinado contra Febre Amarela?.....................cocooiiiiiiiiiiii 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou :

O Senhor(a) fez transplante de Orgao?.................cooiiiiiiiiee e 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou :

O Senhor(a) toma alguma medicagao regularmente?....................cccoooiiiiiiiiiiii 1-Sim 2-Nzo 9-Nzo Informou C

Se Sim, quais?
[ Anti-Hipertensivo/Diurético (] Imunosupressores [ Corticoide [J Coquetel de proteases [ Outros
[ Hipoglicemiante oral/Insulina [ Interferon [ Anti-Inflamatério nao Hormonal [] Psicotropicos
Tomou alguma medicacéao p/febre, dor ou anti-inflamatério na dltima semana?........... 1-Sim 2-Nao 9-Nao Informou D
Se Sim, quais?
[] AAS [] Dipirona [J Anti-Inflamatério Hormonal [J Anti-Emélico [J outros
[ Paracetamol [ Anti-Inflamatério nao Hormonal [J Anti-Alérgico [ Antibiotico
Pressao arterial em mmHg? / } “ H l/l “ ]
Resultado da Prova do La¢o? 1-Pos  2-Neg  9-Nzo Registrado :
Diagnéstico Final? 1-D.C. 2-D.C.C. 3-Febre Hemorragica da Dengue Lo
sem Febre Hemorragica da Dengue, Grau: 1-1 2-11 3-ll 4-1V P

Entrevistador

Assinatura

Hora
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido — TCLE

Centro de Pesquisasmm—

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa: Vacina de Dengue baseada em epitopos tetravalente e direcionada ao
compartimento MMCII

Instituicdo: Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ,

Prezado Senhor (a),

Estamos realizando um estudo sobre a Dengue para conhecer mais sobre a doenga. A dengue é causada
Por um virus e transmitida por mosquitos, porém ainda ndo se sabe porque cada pessoa reage ao virus
de maneira diferente. Alguns desenvolvem a forma grave, a Dengue hemorragica e a sua ocorréncia
pode aumentar quando se tem a virose vérias vezes. Uma forma de proteger a populag¢do contra as
epidemias da Dengue é evitar dgua acumulada para o mosquito nio proliferar ou fazer uma vacina

contra a dengue. Para isto precisamos saber quais os ssiveis efeitos da vacina e torna-la mais segura e
=3 -3
elneaz.

Para isso o que precisamos fazer ¢ coletar no minimo 3 (trés) amostras de 21ml de sangue durante a

doenga, sendo a [ coleta no dia do atendimento na urgéncia, 2 2 *

uma outra amostra de 21ml de sangue entre 6 (seis) e 12
(doze) meses apés com o objetivo de analisar a duragdo dos anticorpos e/ou verificar se o seu filho(a) se
contaminou nesse periodo, mesmo sem apresentar sintomas. A coleta ser4 feita através de pungio
venosa, de pacientes que foram atendidos nos servicos de saiide. Queremos também esclarecer que os
riscos sdo minimos, pois a coleta de sangue é um método rotineiramente utilizado para vdrios tipos de
exames diagndsticos e a pungdo venosa serd feita por profissional experiente, com seringas e agulhas
descartaveis.

Solicitamos a sua autorizagdo para entrar em contato com as pessoas que tenham residido na sua casa
nos dltimos quinze dias, enquanto o seu filho(a) estava com suspeita de dengue, para que elas também
possam colaborar com este estudo. Esclarecemos que os casos que forem confirmados como dengue

serao tratados segundo as recomendacdes da Secretaria de Satde do Estado.

CPqAM - Lavite - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472
Fone: (00 55) 81 2101 2564 - Fax: (00 55) 81 3453 2449 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpqam.fiocruz.br
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Serdo também feitos todos os exames para o acompanhamento, tratamento € Os exames necessarios para
conhecer melhor as caracteristicas das diferentes formas clinicas da doenga.
Ao participar o seu filho(a) estar4 contribuindo para ampliar os conhecimentos sobre o dengue e para o
desenvolvimento de uma vacina contra a doenga e tem garantido os seguintes direitos:
1. A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida acerca
dos procedimentos, risco e beneficios relacionados com a pesquisa;
2. A liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e nio deixar que seu filho(a)
participe do estudo sem que isto traga prejuizo a continuagio dos seus cuidados e tratamento;
3. A seguranca de que seu filho(a) ndo serd identificado e que serd mantido o caréter confidencial
da informagao relacionada com a sua privacidade;
Solicitamos ainda a sua autorizagdo para que o material coletado, questiondrio e sangue, passe a fazer
parte dos bancos de dados e de amostras para estudos posteriores, respeitando as mesmas garantias
acima. Solicitamos também a sua autorizagdo para que possamos ter acesso aos exames de Hemograma
completo com VSH, Bioquimica e Imunologia. Se o senhor (a) concordar que seu filho(a) participe do

estudo, pedimos que assine este papel dizendo que entendeu as explicacdes e que estd concordando.
Autorizagdo do responsavel por menores de 18 anos, para participar da pesquisa.

Eu, , RGN°
CPE

Residente no Endereco

Telefones para contato

tendo recebido as informagdes e ciente dos meus direitos acima relacionados,

concordo que a crianga/adolescente, nome

participe do estudo.

Pesquisador responsével : Dr. Emesto Marques
Obs: Em caso de diividas ou questionamentos procurar os pesquisadores do LAVITE/CPqAM-
Ermnesto Marques, Cecilia Magalhaes, Carlos Brito, Marli Tendrio.

Telefones : 2101-2564, 2101-2622 e 2101-2624.

CPqAM - Lavite - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472
Fone: (00 55) 81 2101 2564 - Fax: (00 55) 81 3453 2449 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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ANEXO A — Parecer de aprovacédo do Comité de Etica e
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m Pesquisa do
CPgAM/FIOCRUZ

Titulo do Projeto: ‘Mapeamento de epitopos reativos para células T das
proteinas nao estruturais do virus dengue 3”

Pesquisador responsavel: Joelma Rodrigues de Souza

Instituicio onde sera realizado o projeto: CPgAM/FIOCRUZ

Data de apresentagio ao CEPp: 29/01/2007

Registro no CEPICPqAMIFlOCRUZ: 04/07

CAAE: 0005.0.095.000-07

PARECER Ne° 007/2007

caso de Necessidade de renovacao do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagio do projeto.

Recife, 04 de maio de 2007.
Observagso:

uImTTaria e Yesenss
Bicmedics
Coordenadors
CEF/CF:.AM/F!OCRUZ
Anexos:

* Orientacées ao Pesquisador parg projetos aprovados;
® Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 04/05/2008.
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ANEXO B — Parecer de aprovacdo da Comisséo Nacional  de Etica em Pesquisa
— CONEP

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 197/2003

Registro CONEP: 4909 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto )

Registro CEP : 68/02 Processo n° 25000.119007/2002-03
Projeto de Pesquisa : " Identificagdo de marcadores bioldgicos preditivos de
respostas clinicas ao dengue através de andlise proteémica .
Pesquisador Responsavel : Dr. Ernesto Torres de Azevedo Marques Junior
Instituigao: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes / FIOCRUZ / PE
Area Tematica Especial : Genética Humana

Pesquisa com cooperacao estrangeira

Ao se proceder a andlise das respostas as consideragoes da CONEP no
Parecer n° 1695/2002, relativo ao projeto em questéo, considerou-se que:

a) foram atendidas as solicitagoes do referido parecer;

b) o projeto preenche, de modo geral, os requisitos fundamentais das
Resolugoes CNS 196/96 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos;

c) o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicao
supracitada .

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa -CONEP,
de acordo com as atribuicoes definidas na Resolugao CNS 196/96, manifesta-se

pela aprovacgao do projeto de pesquisa proposto.

‘Situagao : Projeto aprovado
Brasilia, 11 de fevereiro de 2003

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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APENDICE C — RESULTADOS DA PREDICAQ TEORICA PARA OS ALELOS HLA
DE CLASSE | e Il E AS SEQUENCIAS CANDIDATAS

PROTEINA NS1 — PREDICAO DOS ALELOS HLA DE CLASSE | (A e B) PARA AS SEQUENCIAS
PEPTIDICAS MAISFREQUENTES ENTRE OS ENSAIOS DE ELISPOT PARA OS PEPTIDEOS TESTADOS
INDIVIDUALMENTE

CEPTIDEG ALELO POSICAO | SEQUENCIA (9 mers) | 1C50 (nM)
NS1 209-223 - SWKLEKASLIEVKTC HLA A*6801 1:5-13 el i 267.5
HLA B*1503 1:2-10 VKLEKASLI 219.4
HLA B*4001 1:4-12 LEKASLI BV 289.2
HLA B*4002 1:4-12 LEKASLI EV 97.7
HLA B*4501 1:4-12 Levsll = 147.4
NS1289_303 - ENCGTRGPSLRTTTV. | HLA B*0702 1.7-15 el 60.4
HLA B*1517 1:4-12 GTRGPSLRT 378.4
NS1 297-311 - SLRTTTVSGKLIHEW HLA A*3001 1:1-9 SLRTTTVSG 90.7
HLA B*1517 1:3-11 RTTTVSGKL 15.0
HLA B*1517 1:4-12 Ul 135.2
HLA B*1517 1:7-15 VSGKLI HEW 22.2
HLA B*2705 1:2-10 LRTTTVSCK 82.5
HLA B*5701 1:7-15 VSGKLI HEW 48.9
HLA B*5801 1:311 Resl 470.1
HLA B*5801 1.7-15 VSGKLI HEW 13.1
NS1 85-99 - KLTVWVGDIIGVLEQ HLA A*0201 1:4-12 e ey 197.5
HLA A*0202 1:4-12 ywal | o/ 461.6
HLA A*0203 1:1-9 KLTVWVGD 1035
HLA A*0203 1:4-12 VWGED | oV 71.6
HLA A*0206 1:4-12 e ey 7.3
HLA A*0211 1:1-9 KLTVWCDI 294.3
HLA A*0211 1:4-12 ywal | o/ 7.9
HLA A*0211 1:5-13 WEDIH G 246.1
HLA A*0212 1:4-12 e ey 106.3
HLA A*0216 1:1-9 KLTVWCDI 154.4
HLA A*0216 1:4-12 ywal | o/ 30.0
HLA A*0219 1:4-12 ywal | o/ 46.2
HLA A*0250 1:4-12 VWal | o/ 3.4
HLA A*0250 1:5-13 WEDI | GL 161.1
HLA A*2602 1:4-12 e ey 379.3
HLA A*6802 1:4-12 ywal | o/ 102.3
HLA A*6901 1:4-12 ywal | o/ 367.6
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HLA B*5801 1:2-10 LTVWED | 473.9

NS1201-215 - WIESQKNGSWKLEKA | HLA A*0206 1:4-12 SCRNGEWKL 58.2
HLA A*6801 1:3-11 ESQRNGEWK 54.8

HLA B*1503 1:4-12 sland 175.6

HLA B*4402 1:2-10 | ESQKNGSW 2316

HLA B*4403 1:2-10 | ESQKNGEW 287.6

NS1181-195 - HRLMSAAVKDERAVH | HLA A*3101 1:4-12 MBAAVKDER 53.6
HLA A*6801 1:4-12 MSAAVKDER 3.3

HLA B*2705 1:1-9 SR 44.0

NS1253-267 - QHNHRPGYHTQTAGP | HLA B*0702 1:5-13 R 46.6

NS1 285-299 -VVITENCGTRGPSLR HLA A*6801 1:2-10 VI TENGGTR 196.5

NS1 45-59 - AIAGAWENGVCGIRS HLA A*0211 1:2-10 | AGAVIENGY 156.0

HLA A*0250 1:2-10 | AGAVENGY 118.8

NS1 241-255 - MIIPKSLAGPISQHN HLA A*0250 1:6-14 e 421.4

HLA A*3001 1:5-13 KSLAGPI SQ 140.9

HLA B*0702 1:3-11 | PKSLAGPI 44.2

HLA B*1502 1:6-14 SLAGP! SCH 473.7

NS1 121- 135 - AKIVTAETQNSSFII HLA A*3201 1.7-15 S 447.6
HLA A*6802 1:7-15 ETQNSSH | 65.8

HLA A*6901 1.7-15 S 55.4

HLA B*1517 1:5-13 TAETQNSSF 233.4

HLA B*3501 1:5-13 TAETQNSSF 198.2

HLA B*4001 1:6-14 AETQNSSFI 735

HLA B*4002 1:6-14 PEEET 100.2

HLA B*4402 1:6-14 AETQNSSFI 298.0

HLA B*4403 1:6-14 AETCNSSFI 156.6

HLA B*4501 1:6-14 AETQNSSFI 152.2

NS1 41-55 - RLATAIAGAWENGVC HLA A*0201 1:1-9 RLAEL S 47.3
HLA A*0202 1:1-9 RLATAI AGA 9.7
HLA A*0203 1:1-9 RLATAI AGA 3.8

HLA A*0206 1:1-9 RLATAI AGA 33.8

HLA A*0211 1:1-9 RLATAI AGA 19.0

HLA A*0211 1:6-14 | AGAVENGY 156.0

HLA A*0212 1:1-9 RLAEL S 49.3

HLA A*0216 1:1-9 RLATAI AGA 425

HLA A*0219 1:1-9 RLATAI AGA 21.7
HLA A*0250 1:1-9 RLATAI AGA 7.9

HLA A*0250 1:6-14 L AeEY 118.8

HLA B*1517 1:2-10 LATAl AGAW 1153

HLA B*3501 1:2-10 LATAI AGAW 206.3

HLA B*5301 1:2-10 LATAI AGAW 975
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HLA B*5701 1:2-10 Lol ey 1933
HLA B*5801 1:2-10 LATAI AGAW 19.5
NS1 309-323 - HEWCCRSCTLPPLRY HLA A*1101 1:6-14 RSCTLPPLR 122.3
HLA A*2902 1:7-15 SCTLPPLRY 219.0
HLA A*3001 1:6-14 R L 308.8
HLA A*3101 1:6-14 RSCTLPPLR 15.8
HLA A*8001 1:7-15 SCTLPPLRY 51.7
HLA B*1503 1:5-13 CRSCTLPPL 1985
HLA B*4002 1:1-9 AELLRae ] 218.1
NS1 65-79 - NLLWKQIANELNYIL HLA A*0202 1:6-14 R 14.0
HLA A*0202 1:7-15 | ANELNYI L 190.6
HLA A*0203 1:6-14 Q ANELNYI 51.7
HLA A*0206 1:6-14 Q ANELNYI 40.8
HLA A*2403 1:3-11 LidandL 456
HLA A*2902 1:5-13 KQ ANELNY 293.2
HLA A*3002 1:5-13 KQ ANELNY 164.4
HLA A*6802 1:6-14 Q ANELNYI 115.4
HLA A*6901 1:6-14 EREE 420.5
HLA A*8001 1:5-13 KQ ANELNY 18.5
HLA B*1501 1:5-13 el onEbny 84.2
HLA B*1503 1:5-13 KQ ANELNY 5.2
HLA B*5301 1:7-15 | ANELNYI L 3245
HLA B*5801 1.7-15 | ANELNYI L 325.1
NS1177-191- QLCDHRLMSAAVKDE | HLA B*2705 1:5-13 SR 44.0
HLA B*4002 1:3-11 COHRLMBAA 305.8
NS1237-251 - LESDMIIPKSLAGPI HLA B*0702 1:7-15 | PKSLAGPI 44.2
HLA B*1801 1:1-9 LESDM | PK 155.6
HLA B*4002 1:3-11 sbal sl 359.1
De forma semelhante, foram feitas as predi¢des para a proteina NS3.
s ALELO POSICAO SEQ?n'Z';‘;'A © | ics0 (my
NS3 525-539 - RLKGESRKTFVELMR | HLA A*2603 1513 ESRKTFVEL 302.0
HLA B*1503 1:2-10 LKGESRKTF 5.2
HLA B*1503 1513 ESRKTFVEL 1815
HLA B*1503 1:6-14 SRKTFVELM 390.3
HLA B*1517 1513 ESRKTFVEL 2345
HLA B*2705 1:6-14 SRKTFVELM 137.5
NS3 181-195 - EEMFKKRNLTIMDLH HLA A*2301 1311 MFKKRNLTI 291.1
HLA A*2402 1311 MFKKRNLTI 300.7
HLA A*2403 1311 MFKKRNLTI 268.8
HLA A*3001 1311 MFKKRNLTI 14.4
HLA B*0801 1311 MFKKRNLTI 30.9
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HLA B*1503 1:4-12 FKKRNLTIM 8.5
HLA B*1503 1:6-14 KRNLTIMDL 305.9
HLA B*2705 1.6-14 KRNLTIMDL 346.8
NS3 405-419 - FVVTTDISEMGANFK HLA A*1101 1:7-15 ISEMGANFK 121.3
HLA A*2602 1:2-10 VVTTDISEM 25.1
HLA A*3001 1:7-15 ISEMGANFK 442.3
HLA A*6801 1:7-15 ISEMGANFK 128.0
NS3 393-407 - TEYQKTKLNDWDFVV HLA A*0201 1:7-15 KLNDWDFVV 7.5
HLA A*0202 1:7-15 KLNDWDFVV 9.8
HLA A*0203 1:7-15 KLNDWDFVV 5.5
HLA A*0206 1:6-14 TKLNDWDFV 238.7
HLA A*0206 1:7-15 KLNDWDFVV 6.3
HLA A*0211 1:7-15 KLNDWDFVV 1.9
HLA A*0212 1:7-15 KLNDWDFVV 25
HLA A*0216 1:7-15 KLNDWDFVV 4.5
HLA A*0219 1:7-15 KLNDWDFVV 2.2
HLA A*0250 1:7-15 KLNDWDFVV 2.0
HLA A*3201 1:5-13 KTKLNDWDF 400.0
HLA A*3201 1:7-15 KLNDWDFVV 398.2
HLA B*1517 1:5-13 KTKLNDWDF 17.9
HLA B*5701 1:5-13 KTKLNDWDF 68.9
NS3 513-527 - EREKSAAIDGEYRLK HLA A*0101 1:4-12 KSAAIDGEY 331.0
HLA A*0250 1:6-14 AAIDGEYRL 210.9
HLA A*1101 1:7-15 AIDGEYRLK 134.1
HLA A*2902 1:4-12 KSAAIDGEY 202.5
HLA A*3002 1:4-12 KSAAIDGEY 6.7
HLA A*3101 1:5-13 SAAIDGEYR 354.8
HLA A*6801 1:5-13 SAAIDGEYR 35.7
HLA A*8001 1:4-12 KSAAIDGEY 44.8
HLA B*1501 1:4-12 KSAAIDGEY 384.5
HLA B*1517 1:4-12 KSAAIDGEY 11.8
HLA B*1517 1:6-14 AAIDGEYRL 34.4
HLA B*3501 1:4-12 KSAAIDGEY 442.6
HLA B*5701 1:4-12 KSAAIDGEY 297.8
HLA B*5801 1:4-12 KSAAIDGEY 20.0
NS3 285-299 - DEAHFTDPASIAARG HLA A*0101 1:5-13 FTDPASIAA 159.6
HLA A*0201 1:5-13 FTDPASIAA 321.6
HLA A*0202 1:5-13 FTDPASIAA 484.2
HLA A*0206 1:5-13 FTDPASIAA 10.8
HLA A*0211 1:5-13 FTDPASIAA 197.0
HLA A*6802 1:5-13 FTDPASIAA 329.3
HLA A*6901 1:5-13 FTDPASIAA 30.3
HLA B*1503 1:3-11 AHFTDPASI 66.4
HLA B*1801 1:1-9 DEAHFTDPA 367.9
HLA B*3901 1:3-11 AHFTDPASI 87.5
HLA B*4501 1:1-9 DEAHFTDPA 119.5
NS3 389-403 - KTFDTEYQKTKLNDW HLA A*0301 1:1-9 KTFDTEYQK 137.9
HLA A*1101 1:1-9 KTFDTEYQK 10.1
HLA A*3001 1:1-9 KTFDTEYQK 9.9
HLA A*3101 1:1-9 KTFDTEYQK 18.0
HLA A*3201 1:1-9 KTEDTEYQK 175.4
HLA A*6801 1:1-9 KTFEDTEYQK 17.4
NS3 177-191 - PELEEEMFKKRNLTI HLA A*2301 1:7-15 MFKKRNLTI 291.1
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HLA A*2402 1:7-15 MFKKRNLTI 309.7

HLA A*2403 1:7-15 MFKKRNLTI 268.8

HLA A*3001 1:7-15 MFKKRNLTI 14.4

HLA A*6801 1:2-10 ELEEEMFKK 145.8

HLA B*0801 1:7-15 MFKKRNLTI 30.9

NS3 493-507 - KMLLDNINTPEGIIP HLA A*0202 1:2-10 MLLDNINTP 402.8
HLA A*0211 1:2-10 MLLDNINTP 47.6

HLA A*0212 1:2-10 MLLDNINTP 187.3

HLA A*0250 1:2-10 MLLDNINTP 46.0

NS3 209-223 - VREAIKRRLRTLILA HLA A*0203 1:4-12 AIKRRLRTL 374.0
HLA A*3001 1:4-12 AIKRRLRTL 62.3

HLA A*3001 1:6-14 KRRLRTLIL 93.6

HLA A*3001 1:7-15 RRLRTLILA 404.0

HLA B*0801 1:4-12 AIKRRLRTL 18.5

HLA B*0801 1.6-14 KRRLRTLIL 199.6

HLA B*1503 1:5-13 IKRRLRTLI 63.6

HLA B*1503 1:6-14 KRRLRTLIL 305.8

HLA B*2705 1:6-14 KRRLRTLIL 191.3

HLA B*2705 1:7-15 RRLRTLILA 36.7

NS3 497-511 - DNINTPEGIIPALFE HLA A*0206 1:4-12 NTPEGIIPA 108.9
HLA A*6802 1:4-12 NTPEGIIPA 153

HLA A*6901 1:4-12 NTPEGIIPA 86.0

HLA B*0702 1:5-13 TPEGIIPAL 304.3

HLA B*3501 1:5-13 TPEGIIPAL 108.6

HLA B*3901 1:5-13 TPEGIIPAL 23.1

NS3 185-199 - KKRNLTIMDLHPGSG HLA B*1503 1:2-10 KRNLTIMDL 305.9
HLA B*2705 1:2-10 KRNLTIMDL 346.8

NS3 89-103 - WQKGEEVQVIAVEPG HLA A*0250 1:1-9 WQKGEEVQV 427.8
HLA B*1501 1:7-15 VQVIAVEPG 443.3

HLA B*1503 1:2-10 QKGEEVQVI 436.6

HLA B*4001 1:4-12 GEEVQVIAV 77.0

HLA B*4002 1:4-12 GEEVQVIAV 414.5

HLA B*4501 1:4-12 GEEVQVIAV 81.0

HLA B*4501 1:5-13 EEVQVIAVE 466.0

NS3 -381-395 - KKVIQLSRKTFDTEY HLA B*1503 1:3-11 VIQLSRKTF 263.0
HLA B*1503 1:7-15 SRKTFDTEY 76.8

HLA B*1517 1:3-11 VIQLSRKTF 280.0
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MHC de Classe Il

191

PROTEINA NS1 — PREDICAO DOS ALELOS HLA DE CLASSE Il (DRB1) PARA AS SEQUENCIAS
PEPTIDICAS MAISFREQUENTES ENTRE OS ENSAIOS DE ELISPOT PARA OS PEPTIDEOS TESTADOS

INDIVIDUALMENTE

Allele

Sequence

Consensus

Percentile
Rank

HLA DRB1*0101 W ESCKNGSVKLEKA|  70.09
HLA DRB1*0101 HRLMSAAVKDERAVH|  28.25
HLA DRB1*0101 QHNHRPGYHTQTAGP 82.93
HLA DRB1*0101 VWVI TENCGTRGPSLR|  62.53
HLA DRB1*0101 Al AGAVENGVCAE RS 64.93
HLA DRB1*0101 M | PKSLAGPI SQHN| 22.06
HLA DRB1*0101 AKI VTAETONSSFI | 44.85
HLA DRB1*0101 RLATAI AGAVENGVC| 51.42
HLA DRB1*0101 HEWCCRSCTLPPLRY| 40.03
HLA DRB1*0101 NLLWKQ ANELNYI L 11.59
HLA DRB1*0101 QL CDHRL MSAAVKDE 4.4
HLA DRB1*0101 LESDM | PKSLAGPI 33.04
HLA DRB1*0102 W ESQKNGSVKLEKA 25
HLA DRB1*0102 HRLMSAAVKDERAVH 17
HLA DRB1*0102 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0102 VI TENCGTRGPSLR 1.83
HLA DRB1*0102 Al AGAVENGVCAE RS 17
HLA DRB1*0102 M | PKSLAGPI SQHN 8
HLA DRB1*0102 AKI VTAETONSSFI | 3
HLA DRB1*0102 RLATAI AGAVENGVC 17
HLA DRB1*0102 HEWCCRSCTLPPLRY 30
HLA DRB1*0102 NLLWKQ ANELNYI L 3.6
HLA DRB1*0102 QL CDHRL MSAAVKDE 17
HLA DRB1*0102 LESDM | PKSLAGPI 8
HLA DRB1*0301 W ESQKNGSVKLEKA 13.30
HLA DRB1*0301 HRL MSAAVKDERAVH 8.05
HLA DRB1*0301 CQHNHRPGYHTQTAGP 70.94
HLA DRB1*0301 VI TENCGTRGPSLR 9.61
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HLA DRB1*0301 Al AGAVENGVCAE RS|  55.40
HLA DRB1*0301 M | PKSLAGPI SQHN 6.18
HLA DRB1*0301 AKI VTAETONSSFI | 2.50
HLA DRB1*0301 RLATAI AGAVENGVC| 54.52
HLA DRB1*0301 HEWCCRSCTLPPLRY |  32.29
HLA DRB1*0301 NLLWKQ ANELNYI L 17.90
HLA DRB1*0301 QL CDHRL MSAAVKDE 10.92
HLA DRB1*0301 LESDM | PKSLAGPI 2.16
HLA DRB1*0305 W ESQKNGSVKLEKA 1.36
HLA DRB1*0305 HRLMSAAVKDERAVH 19
HLA DRB1*0305 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0305 VVI TENCGITRGPSLR 13
HLA DRB1*0305 Al AGAVENGVCAE RS 10
HLA DRB1*0305 M | PKSLAGPI SQHN 13
HLA DRB1*0305 AKI VTAETONSSFI | 1.37
HLA DRB1*0305 RLATAI AGAWENGVC 24
HLA DRB1*0305 HEWCCRSCTLPPLRY 28
HLA DRB1*0305 NLLWKQ ANELNYI L 15
HLA DRB1*0305 QL CDHRL MSAAVKDE 18
HLA DRB1*0305 LESDM | PKSLAGPI 1.54
HLA DRB1*0306 W ESQKNGSVKLEKA 2.59
HLA DRB1*0306 HRLMSAAVKDERAVH 9.9
HLA DRB1*0306 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0306 VI TENCGTRGPSLR 8.2
HLA DRB1*0306 Al AGAVENGVCAE RS 22
HLA DRB1*0306 M | PKSLAGPI SQHN 6.18
HLA DRB1*0306 AKI VTAETONSSFI | 0.52
HLA DRB1*0306 RLATAI AGAWENGVC 22
HLA DRB1*0306 HEWCCRSCTLPPLRY 32
HLA DRB1*0306 NLLWKQ ANELNYI L 17
HLA DRB1*0306 QL CDHRL MSAAVKDE 9.9
HLA DRB1*0306 LESDM | PKSLAGPI 1.09
HLA DRB1*0307 W ESQKNGSVKLEKA 2.59
HLA DRB1*0307 HRL MSAAVKDERAVH 9.9
HLA DRB1*0307 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0307 VWWI TENCGTRGPSLR 8.2
HLA DRB1*0307 Al AGAVENGVCAE RS 22
HLA DRB1*0307 M | PKSLAGPI SQHN 6.18
HLA DRB1*0307 AKI VTAETONSSFI | 0.52
HLA DRB1*0307 RLATAI AGAWENGVC 22
HLA DRB1*0307 HEWCCRSCTLPPLRY 32

192



Souza J. R.

HLA DRB1#0307 NLLWKQ ANELNYIL| 17
HLA DRB1*0307 QLCDHRLMBAAVKDE| 9.9
HLA DRB1*0307 | LESDM | PKSLAGPI | 1.09
HLA DRB1*0308 W ESOKNGSVKLEKA| 259
HLA DRB1*0308 HRLMBAAVKDERAVH| 9.9
HLA DRB1*0308 QHNHRPGYHTQTAGP| 35
HLA DRB1*0308 WI TENCGTRGPSLR| 8.2
HLA DRB1*0308 Al AGAVENGVCG RS| 22
HLA DRB1*0308 M | PKSLAGPI SOHN|  6.18
HLA DRB1*0308 AKI VTAETONSSFI | | 0.52
HLA DRB1*0308 RLATAI AGAVENGVC| 22
HLA DRB1*0308 HEWCCRSCTLPPLRY| 32
HLA DRB1*0308 NLLWKQ ANELNYI L | 17
HLA DRB1*0308 QLCDHRLMBAAVKDE| 9.9
HLA DRB1*0308 | LESDM | PKSLAGPI |  1.09
HLA DRB1*0309 W ESOKNGSVKLEKA| 197
HLA DRB1*0309 HRLMBAAVKDERAVH| 15
HLA DRB1*0309 QHNHRPGYHTQTAGP| 35
HLA DRB1*0309 WI TENCGTRGPSLR| 13
HLA DRB1*0309 Al AGAVENGVCE RS|  5.96
HLA DRB1*0309 M | PKSLAGPI SOHN|  9.21
HLA DRB1*0309 AKI VTAETONSSFI | | 1.98
HLA DRB1*0309 RLATAI AGAVENGVC| 29
HLA DRB1*0309 HEWCCRSCTLPPLRY| 27
HLA DRB1*0309 NLLWKQ ANELNYI L| 15
HLA DRB1*0309 QLCDHRLMBAAVKDE| 15
HLA DRB1*0309 | LESDM | PKSLAGPI |  3.16
HLA DRB1*0311 W ESOKNGSVKLEKA| 259
HLA DRB1*0311 HRLMBAAVKDERAVH| 9.9
HLA DRB1*0311 QHNHRPGYHTQTAGP| 35
HLA DRB1*0311 WI TENCGTRGPSLR| 8.2
HLA DRB1*0311 Al AGAVENGVCG RS| 22
HLA DRB1*0311 M | PKSLAGPI SOHN|  6.18
HLA DRB1*0311 AKI VTAETONSSFI | | 0.52
HLA DRB1*0311 RLATAI AGAVENGVC| 22
HLA DRB1*0311 HEWCCRSCTLPPLRY| 32
HLA DRB1#0311 NLLWKQ ANELNYI L | 17
HLA DRB1*0311 QLCDHRLMBAAVKDE| 9.9
HLA DRB1*0311 | LESDM | PKSLAGPI | 1.09
HLA DRB1*0401 | W ESOKNGSVKLEKA|  20.82
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HLA DRB1*0401 HRL MSAAVKDERAVH 13.22
HLA DRB1*0401 QHNHRPGYHTQTAGP 36.87
HLA DRB1*0401 WWI TENCGTRGPSLR|  24.05
HLA DRB1*0401 Al AGAVENGVCG RS|  34.29
HLA DRB1*0401 M | PKSLAGPI SQHN 11.83
HLA DRB1*0401 AKI VTAETONSSFI | 2.86
HLA DRB1*0401 RLATAI AGAVENGVC|  27.92
HLA DRB1*0401 HEWCCRSCTLPPLRY 27.16
HLA DRB1*0401 NLLWKQ ANELNYI L 1.57
HLA DRB1*0401 QL CDHRL MSAAVKDE 11.97
HLA DRB1*0401 LESDM | PKSLAGPI 9.45
HLA DRB1*0402 W ESQKNGSVKLEKA 21

HLA DRB1*0402 HRLMSAAVKDERAVH 7.7

HLA DRB1*0402 QHNHRPGYHTQTAGP 35

HLA DRB1*0402 VVI TENCGITRGPSLR 0.77
HLA DRB1*0402 Al AGAVENGVCAE RS 23

HLA DRB1*0402 M | PKSLAGPI SQHN 1.96
HLA DRB1*0402 AKI VTAETONSSFI | 0.01
HLA DRB1*0402 RLATAI AGAVENGVC 23

HLA DRB1*0402 HEWCCRSCTLPPLRY 17

HLA DRB1*0402 NLLWKQ ANELNYI L 13

HLA DRB1*0402 QL CDHRL MSAAVKDE 7.7

HLA DRB1*0402 LESDM | PKSLAGPI 1.96
HLA DRB1*0404 W ESCKNGSVKLEKA|  57.38
HLA DRB1*0404 HRLMSAAVKDERAVH 13.22
HLA DRB1*0404 QHNHRPGYHTQTAGP 37.14
HLA DRB1*0404 VI TENCGTRGPSLR 7.98
HLA DRB1*0404 Al AGAVENGVCG RS|  33.19
HLA DRB1*0404 M | PKSLAGPI SQHN 14.66
HLA DRB1*0404 AKI VTAETONSSFI | 11.30
HLA DRB1*0404 RLATAI AGAVENGVC| 21.38
HLA DRB1*0404 HEWCCRSCTLPPLRY 27.16
HLA DRB1*0404 NLLWKQ ANELNYI L 0.30
HLA DRB1*0404 QL CDHRL MSAAVKDE 8.70
HLA DRB1*0404 LESDM | PKSLAGPI 22.31
HLA DRB1*0405 W ESCKNGSVWKLEKA|  53.29
HLA DRB1*0405 HRLMSAAVKDERAVH|  24.01
HLA DRB1*0405 QHNHRPGYHTQTAGP 67.58
HLA DRB1*0405 VVI TENCGTRGPSLR|  58.97
HLA DRB1*0405 Al AGAVENGVCG RS|  32.94
HLA DRB1*0405 M | PKSLAGPI SQHN| 23.24
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HLA DRB1*0405 AKI VTAETQNSSFI | | 13.16
HLA DRB1*0405 RLATAI AGAWVENGVC| 38.51
HLA DRB1*0405 HEWCCRSCTLPPLRY|  22.49
HLA DRB1*0405 NLLWKQ ANELNYIL|  1.90
HLA DRB1*0405 QLCDHRLMBAAVKDE | 12.34
HLA DRB1*0405 LESDM | PKSLAGPI | 27.90
HLA DRB1*0408 W ESQKNGSVKL EKA 15
HLA DRB1*0408 HRL MSAAVKDERAVH 16
HLA DRB1*0408 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0408 WI TENCGTRGPSLR|  1.79
HLA DRB1*0408 Al AGAVENGVCG RS 24
HLA DRB1*0408 M | PKSLAGPI SQHN| 4.7
HLA DRB1*0408 AKI VTAETQNSSFI | 0.30
HLA DRB1*0408 RLATAI AGAWENGVC 24
HLA DRB1*0408 HEWCCRSCTLPPLRY 25
HLA DRB1*0408 NLLWKQ ANELNYIL|  2.56
HLA DRB1*0408 QL CDHRL MSAAVKDE 16
HLA DRB1*0408 LESDM | PKSLAGPI 4.7
HLA DRB1*0410 W ESQKNGSVKL EKA 12
HLA DRB1*0410 HRLMSAAVKDERAVH|  3.76
HLA DRB1*0410 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0410 WI TENCGTRGPSLR|  0.96
HLA DRB1*0410 Al AGAVENGVCG RS 24
HLA DRB1*0410 M | PKSLAGPI SOHN|  2.28
HLA DRB1*0410 AKI VTAETQNSSFI | 0.38
HLA DRB1*0410 RLATAI AGAWENGVC 21
HLA DRB1*0410 HEWCCRSCTLPPLRY 32
HLA DRB1*0410 NLLWKQ ANELNYIL|  3.23
HLA DRB1*0410 QLCDHRLMBAAVKDE|  3.76
HLA DRB1*0410 LESDM | PKSLAGPI 2.28
HLA DRB1*0423 W ESQKNGSVKL EKA 12
HLA DRB1*0423 HRL MSAAVKDERAVH 13
HLA DRB1*0423 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0423 WI TENCGTRGPSLR|  1.04
HLA DRB1*0423 Al AGAVENGVCG RS 21
HLA DRB1*0423 M | PKSLAGPI SOHN|  3.29
HLA DRB1*0423 AKI VTAETQNSSFI | 0.14
HLA DRB1*0423 RLATAI AGAWENGVC 21
HLA DRB1*0423 HEWCCRSCTLPPLRY 31
HLA DRB1*0423 NLLWKQ ANELNYI L 7.1
HLA DRB1*0423 QL CDHRL MSAAVKDE 13
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HLA DRB1*0423 LESDM | PKSLAGPI 3.29
HLA DRB1*0426 W ESQKNGSWKL EKA 11
HLA DRB1*0426 HRL MSAAVKDERAVH 13
HLA DRB1*0426 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0426 WI TENCGTRGPSLR|  0.54
HLA DRB1*0426 Al AGAVENGVCG RS 27
HLA DRB1*0426 M | PKSLAGPI SOHN| 5.8
HLA DRB1*0426 AKI VTAETQNSSFI | 0.33
HLA DRB1*0426 RLATAI AGAVENGVC 27
HLA DRB1*0426 HEWCCRSCTLPPLRY 27
HLA DRB1*0426 NLLWKQ ANELNYIL| 2.16
HLA DRB1*0426 QL CDHRL MSAAVKDE 13
HLA DRB1*0426 LESDM | PKSLAGPI 5.8
HLA DRB1*0701 W ESQKNGSWKLEKA |  34.55
HLA DRB1*0701 HRLMSAAVKDERAVH|  32.29
HLA DRB1*0701 QHNHRPGYHTQTAGP | 63.92
HLA DRB1*0701 WI TENCGTRGPSLR|  48.26
HLA DRB1*0701 Al AGAVENGVCG RS|  55.24
HLA DRB1*0701 M | PKSLAGPI SQHN|  41.93
HLA DRB1*0701 AKI VTAETQNSSFI | | 16.29
HLA DRB1*0701 RLATAI AGAVENGVC|  35.83
HLA DRB1*0701 HEWCCRSCTLPPLRY|  36.46
HLA DRB1*0701 NLLWKQ ANELNYI L| 16.00
HLA DRB1*0701 QLCDHRLMVBAAVKDE | 16.44
HLA DRB1*0701 LESDM | PKSLAGPI |  25.66
HLA DRB1*0703 W ESQKNGSWKLEKA|  11.95
HLA DRB1*0703 HRL MSAAVKDERAVH 16
HLA DRB1*0703 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0703 WI TENCGTRGPSLR|  3.56
HLA DRB1*0703 Al AGAVENGVCG RS 19
HLA DRB1*0703 M | PKSLAGPI SQHN|  4.50
HLA DRB1*0703 AKI VTAETQNSSFI | | 10.12
HLA DRB1*0703 RLATAI AGAWENGVC 19
HLA DRB1*0703 HEWCCRSCTLPPLRY 23
HLA DRB1*0703 NLLWKQ ANELNYIL|  7.27
HLA DRB1*0703 QL CDHRL MSAAVKDE 16
HLA DRB1*0703 LESDM | PKSLAGPI 4.50
HLA DRB1*0801 W ESQKNGSVKL EKA 14
HLA DRB1*0801 HRLMSAAVKDERAVH|  3.05
HLA DRB1*0801 CQHNHRPGYHT QT AGP 35
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HLA DRB1*0801 VI TENCGTRGPSLR 7.8
HLA DRB1*0801 Al AGAVENGVCAE RS 24
HLA DRB1*0801 M | PKSLAGPI SOHN 3.05
HLA DRB1*0801 AKI VTAETONSSFI | 4.81
HLA DRB1*0801 RLATAI AGAVENGVC 22
HLA DRB1*0801 HEWCCRSCTLPPLRY 18
HLA DRB1*0801 NLLWKQ ANELNYI L 0.26
HLA DRB1*0801 QL CDHRL MSAAVKDE 3.05
HLA DRB1*0801 LESDM | PKSLAGPI 3.05
HLA DRB1*0802 W ESQKNGSVIKL EKA 18.41
HLA DRB1*0802 HRL MSAAVKDERAVH 12.59
HLA DRB1*0802 CQHNHRPGYHTQTAGP 47.30
HLA DRB1*0802 VI TENCGITRGPSLR 24.97
HLA DRB1*0802 Al AGAVENGVCAE RS 30.82
HLA DRB1*0802 M | PKSLAGPI SOHN 4.55
HLA DRB1*0802 AKI VTAETONSSFI | 1.81
HLA DRB1*0802 RLATAI AGAVEENGVC 22.14
HLA DRB1*0802 HEWCCRSCTLPPLRY 25.66
HLA DRB1*0802 NLLWKQ ANELNYI L 1.37
HLA DRB1*0802 QL CDHRL MSAAVKDE 12.59
HLA DRB1*0802 LESDM | PKSLAGPI 3.17
HLA DRB1*0804 W ESQKNGSVIKL EKA 18
HLA DRB1*0804 HRL MSAAVKDERAVH 9.7
HLA DRB1*0804 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0804 VI TENCGTRGPSLR 5.7
HLA DRB1*0804 Al AGAVENGVCAE RS 27
HLA DRB1*0804 M | PKSLAGPI SOHN 1.19
HLA DRB1*0804 AKI VTAETONSSFI | 1.46
HLA DRB1*0804 RLATAI AGAVENGVC 19
HLA DRB1*0804 HEWCCRSCTLPPLRY 25
HLA DRB1*0804 NLLWKQ ANELNYI L 1.63
HLA DRB1*0804 QL CDHRL MSAAVKDE 9.7
HLA DRB1*0804 LESDM | PKSLAGPI 1.19
HLA DRB1*0806 W ESQKNGSVIKL EKA 23
HLA DRB1*0806 HRL MSAAVKDERAVH 1.84
HLA DRB1*0806 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0806 VI TENCGITRGPSLR 5.44
HLA DRB1*0806 Al AGAVENGVCAE RS 30
HLA DRB1*0806 M | PKSLAGPI SOHN 1.84
HLA DRB1*0806 AKI VTAETONSSFI | 3.10
HLA DRB1*0806 RLATAI AGAVENGVC 18
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HLA DRB1*0806 HEWCCRSCTLPPLRY 27
HLA DRB1*0806 NLLWKQ ANELNYI L 0.09
HLA DRB1*0806 QL CDHRL MSAAVKDE 1.84
HLA DRB1*0806 LESDM | PKSLAGPI 1.84
HLA DRB1*0813 W ESQKNGSVKLEKA 3.96
HLA DRB1*0813 HRLMSAAVKDERAVH 21
HLA DRB1*0813 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0813 VI TENCGTRGPSLR 12
HLA DRB1*0813 Al AGAVENGVCGE RS 25
HLA DRB1*0813 M | PKSLAGPI SOHN 4.23
HLA DRB1*0813 AKI VTAETONSSFI | 2.05
HLA DRB1*0813 RLATAI AGAVENGVC 25
HLA DRB1*0813 HEWCCRSCTLPPLRY 4.89
HLA DRB1*0813 NLLWKQ ANELNYI L 4.94
HLA DRB1*0813 QL CDHRL MSAAVKDE 21
HLA DRB1*0813 LESDM | PKSLAGPI 4.23
HLA DRB1*0817 W ESQKNGSVKLEKA 16
HLA DRB1*0817 HRL MSAAVKDERAVH 3.53
HLA DRB1*0817 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*0817 VI TENCGTRGPSLR 12
HLA DRB1*0817 Al AGAVENGVCAE RS 26
HLA DRB1*0817 M | PKSLAGPI SOHN 4.43
HLA DRB1*0817 AKI VTAETONSSFI | 7.48
HLA DRB1*0817 RLATAI AGAVENGVC 25
HLA DRB1*0817 HEWCCRSCTLPPLRY 16
HLA DRB1*0817 NLLWKQ ANELNYI L 0.76
HLA DRB1*0817 QL CDHRL MSAAVKDE 3.53
HLA DRB1*0817 LESDM | PKSLAGPI 4.43
HLA DRB1*1101 W ESQKNGSVKLEKA 4.40
HLA DRB1*1101 HRL MSAAVKDERAVH 10.67
HLA DRB1*1101 CQHNHRPGYHTQTAGP 34.99
HLA DRB1*1101 VI TENCGTRGPSLR 23.03
HLA DRB1*1101 Al AGAVENGVCAE RS 44.62
HLA DRB1*1101 M | PKSLAGPI SOHN 7.10
HLA DRB1*1101 AKI VTAETONSSFI | 15.76
HLA DRB1*1101 RLATAI AGAVENGVC| 34.18
HLA DRB1*1101 HEWCCRSCTLPPLRY 27.74
HLA DRB1*1101 NLLWKQ ANELNYI L 1.13
HLA DRB1*1101 QL CDHRL MSAAVKDE 2.32
HLA DRB1*1101 | LESDM | PKSLAGPI 0.89
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HLA DRB1*1102 W ESQKNGSVKLEKA 9.2
HLA DRB1*1102 HRL MSAAVKDERAVH 7
HLA DRB1*1102 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1102 VI TENCGTRGPSLR 7.5
HLA DRB1*1102 Al AGAVENGVCAE RS 24
HLA DRB1*1102 M | PKSLAGPI SOHN 5.59
HLA DRB1*1102 AKI VTAETONSSFI | 0.61
HLA DRB1*1102 RLATAI AGAVENGVC 24
HLA DRB1*1102 HEWCCRSCTLPPLRY 30
HLA DRB1*1102 NLLWKQ ANELNYI L 7
HLA DRB1*1102 QL CDHRL MSAAVKDE 7
HLA DRB1*1102 LESDM | PKSLAGPI 5.59
HLA DRB1*1104 W ESQKNGSVIKL EKA 16
HLA DRB1*1104 HRL MSAAVKDERAVH 8.2
HLA DRB1*1104 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1104 VVI TENCGTRGPSLR 5.19
HLA DRB1*1104 Al AGAVENGVCAE RS 28
HLA DRB1*1104 M | PKSLAGPI SOHN 4.82
HLA DRB1*1104 AKI VTAETONSSFI | 1.72
HLA DRB1*1104 RLATAI AGAVENGVC 20
HLA DRB1*1104 HEWCCRSCTLPPLRY 33
HLA DRB1*1104 NLLWKQ ANELNYI L 14
HLA DRB1*1104 QL CDHRL MSAAVKDE 8.2
HLA DRB1*1104 LESDM | PKSLAGPI 4.82
HLA DRB1*1106 W ESQKNGSVIKL EKA 16
HLA DRB1*1106 HRL MSAAVKDERAVH 8.2
HLA DRB1*1106 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1106 VVI TENCGTRGPSLR 5.19
HLA DRB1*1106 Al AGAVENGVCAE RS 28
HLA DRB1*1106 M | PKSLAGPI SOHN 4.82
HLA DRB1*1106 AKI VTAETONSSFI | 1.72
HLA DRB1*1106 RLATAI AGAVENGVC 20
HLA DRB1*1106 HEWCCRSCTLPPLRY 33
HLA DRB1*1106 NLLWKQ ANELNYI L 14
HLA DRB1*1106 QL CDHRL MSAAVKDE 8.2
HLA DRB1*1106 LESDM | PKSLAGPI 4.82
HLA DRB1*1107 W ESQKNGSVIKL EKA 5.36
HLA DRB1*1107 HRL MSAAVKDERAVH 15
HLA DRB1*1107 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1107 VWVI TENCGTRGPSLR 9
HLA DRB1*1107 Al AGAVENGVCAE RS 20

199



Souza J. R.

HLA DRB1*1107
HLA DRB1*1107
HLA DRB1*1107
HLA DRB1*1107
HLA DRB1*1107
HLA DRB1*1107

HLA DRB1*1107

HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114
HLA DRB1*1114

HLA DRB1*1114

HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120
HLA DRB1*1120

HLA DRB1*1120

HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121
HLA DRB1*1121

M | PKSLAGPI SOHN| 9.7
AKI VTAETQNSSFI | 0.68
RLATAI AGAWENGVC 21
HEWCCRSCTLPPLRY 33
NLLWKQ ANELNYI L 21
QL CDHRL MSAAVKDE 15
LESDM | PKSLAGPI 0.78
W ESQKNGSWKLEKA|  2.98
HRL MSAAVKDERAVH 10
QHNHRPGYHTQTAGP 35
WI TENCGTRGPSLR 11
Al AGAVENGVCG RS 27
M | PKSLAGPI SOHN| 8.3
AKI VTAETQNSSFI | 1.29
RLATAI AGAVENGVC 27
HEWCCRSCTLPPLRY 22
NLLWKQ ANELNYI L 10
QL CDHRL MSAAVKDE 10
LESDM | PKSLAGPI 8.3
W ESQKNGSWKLEKA | 4.13
HRLMBAAVKDERAVH|  6.70
QHNHRPGYHTQTAGP 35
WI TENCGTRGPSLR 11
Al AGAVENGVCG RS 26
M | PKSLAGPI SQHN|  7.19
AKI VTAETQNSSFI | 1.86
RLATAI AGAVENGVC 26
HEWCCRSCTLPPLRY 21
NLLWKQ ANELNYI L|  6.70
QLCDHRLMSAAVKDE|  6.70
LESDM | PKSLAGPI 7.19
W ESQKNGSWKLEKA| 9.2
HRL MSAAVKDERAVH 7
QHNHRPGYHTQTAGP 35
WI TENCGTRGPSLR| 7.5
Al AGAVENGVCG RS 24
M | PKSLAGPI SQHN|  5.59
AKI VTAETQNSSFI | 0.61
RLATAI AGAVENGVC 24
HEWCCRSCTLPPLRY 30
NLLWKQ ANELNYI L 7
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HLA DRB1*1121 QL CDHRL MSAAVKDE 7
HLA DRB1*1121 LESDM | PKSLAGPI 5.59
HLA DRB1*1128 W ESQKNGSVKL EKA 9.5
HLA DRB1*1128 HRLMSAAVKDERAVH 7.5
HLA DRB1*1128 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1128 VWVI TENCGTRGPSLR 8.4
HLA DRB1*1128 Al AGAVENGVCAE RS 19
HLA DRB1*1128 M | PKSLAGPI SQHN 4.60
HLA DRB1*1128 AKI VTAETONSSFI | 3.87
HLA DRB1*1128 RLATAI AGAVENGVC 28
HLA DRB1*1128 HEWCCRSCTLPPLRY 27
HLA DRB1*1128 NLLWKQ ANELNYI L 14
HLA DRB1*1128 QL CDHRL MSAAVKDE 7.5
HLA DRB1*1128 LESDM | PKSLAGPI 4.60
HLA DRB1*1301 W ESQKNGSVIKLEEKA 12
HLA DRB1*1301 HRLMSAAVKDERAVH 4.25
HLA DRB1*1301 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1301 VI TENCGTRGPSLR 7.95
HLA DRB1*1301 Al AGAVENGVCGE RS 23
HLA DRB1*1301 M | PKSLAGPI SQHN 4.62
HLA DRB1*1301 AKI VTAETONSSFI | 0.94
HLA DRB1*1301 RLATAI AGAVENGVC 23
HLA DRB1*1301 HEWCCRSCTLPPLRY 29
HLA DRB1*1301 NLLWKQ ANELNYI L 4.25
HLA DRB1*1301 QL CDHRL MSAAVKDE 4.25
HLA DRB1*1301 LESDM | PKSLAGPI 4.62
HLA DRB1*1302 LESDM | PKSLAGPI 7.19
HLA DRB1*1302 QL CDHRL MSAAVKDE 33.85
HLA DRB1*1302 NLLWKQ ANELNYI L 6.70
HLA DRB1*1302 HEWCCRSCTLPPLRY 61.72
HLA DRB1*1302 RLATAI AGAVENGVC|  43.87
HLA DRB1*1302 AKI VTAETONSSFI | 15.39
HLA DRB1*1302 M | PKSLAGPI SQHN 5.86
HLA DRB1*1302 Al AGAVENGVCGE RS 36.56
HLA DRB1*1302 VI TENCGTRGPSLR 18.59
HLA DRB1*1302 CQHNHRPGYHTQTAGP 77.31
HLA DRB1*1302 HRL MSAAVKDERAVH 50.46
HLA DRB1*1302 W ESQKNGSVKLEKA 12.73
HLA DRB1*1304 W ESQKNGSVKL EKA 15
HLA DRB1*1304 HRLMSAAVKDERAVH 0.80
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HLA DRB1*1304 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1304 VI TENCGTRGPSLR 7.76
HLA DRB1*1304 Al AGAVENGVCGE RS 27
HLA DRB1*1304 M | PKSLAGPI SOHN 6.72
HLA DRB1*1304 AKI VTAETONSSFI | 1.69
HLA DRB1*1304 RLATAI AGAVENGVC 27
HLA DRB1*1304 HEWCCRSCTLPPLRY 31
HLA DRB1*1304 NLLWKQ ANELNYI L 0.80
HLA DRB1*1304 QL CDHRL MSAAVKDE 0.80
HLA DRB1*1304 LESDM | PKSLAGPI 6.72
HLA DRB1*1305 W ESQKNGSVKLEEKA 9.5
HLA DRB1*1305 HRLMSAAVKDERAVH 7.5
HLA DRB1*1305 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1305 VVI TENCGTRGPSLR 8.4
HLA DRB1*1305 Al AGAVENGVCGE RS 19
HLA DRB1*1305 M | PKSLAGPI SOHN 4.60
HLA DRB1*1305 AKI VTAETONSSFI | 3.87
HLA DRB1*1305 RLATAI AGAVENGVC 28
HLA DRB1*1305 HEWCCRSCTLPPLRY 27
HLA DRB1*1305 NLLWKQ ANELNYI L 14
HLA DRB1*1305 QL CDHRL MSAAVKDE 7.5
HLA DRB1*1305 LESDM | PKSLAGPI 4.60
HLA DRB1*1307 W ESQKNGSVKLEKA 5.6
HLA DRB1*1307 HRL MSAAVKDERAVH 10
HLA DRB1*1307 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1307 VI TENCGTRGPSLR 4.8
HLA DRB1*1307 Al AGAVENGVCAE RS 21
HLA DRB1*1307 M | PKSLAGPI SOHN 11
HLA DRB1*1307 AKI VTAETONSSFI | 1.40
HLA DRB1*1307 RLATAI AGAVENGVC 20
HLA DRB1*1307 HEWCCRSCTLPPLRY 30
HLA DRB1*1307 NLLWKQ ANELNYI L 13
HLA DRB1*1307 QL CDHRL MSAAVKDE 10
HLA DRB1*1307 LESDM | PKSLAGPI 11
HLA DRB1*1311 W ESQKNGSVKLEKA 16
HLA DRB1*1311 HRL MSAAVKDERAVH 8.2
HLA DRB1*1311 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1311 VVI TENCGTRGPSLR 5.19
HLA DRB1*1311 Al AGAVENGVCAE RS 28
HLA DRB1*1311 M | PKSLAGPI SOHN 4.82
HLA DRB1*1311 AKI VTAETONSSFI | 1.72
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HLA DRB1*1311
HLA DRB1*1311
HLA DRB1*1311
HLA DRB1*1311

HLA DRB1*1311

HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321
HLA DRB1*1321

HLA DRB1*1321

HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322
HLA DRB1*1322

HLA DRB1*1322

HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323
HLA DRB1*1323

RLATAI AGAVENGVC 20
HEWCCRSCTLPPLRY 33
NLLWKQ ANELNYI L 14
QLCDHRLMBAAVKDE| 8.2
LESDM | PKSLAGPI 4.82
W ESQKNGSVIKL EKA 12
HRLMSAAVKDERAVH|  2.24
QHNHRPGYHTQTAGP 35
WI TENCGTRGPSLR|  7.77
Al AGAVENGVCG RS 28
M | PKSLAGPI SOHN|  5.22
AKI VTAETQNSSFI | 5.62
RLATAI AGAVENGVC 23
HEWCCRSCTLPPLRY 29
NLLWKQ ANELNYIL| 5.62
QLCDHRLMBAAVKDE | 2.24
LESDM | PKSLAGPI 5.22
W ESQKNGSWKLEKA| 9.2
HRL MSAAVKDERAVH 7
QHNHRPGYHTQTAGP 35
WI TENCGTRGPSLR| 7.5
Al AGAVENGVCG RS 24
M | PKSLAGPI SQOHN|  5.59
AKI VTAETQNSSFI | 0.61
RLATAI AGAVENGVC 24
HEWCCRSCTLPPLRY 30
NLLVKQ ANELNY! L 7
QL CDHRL MSAAVKDE 7
LESDM | PKSLAGPI 5.59
W ESQKNGSWKLEKA|  2.98
HRL MSAAVKDERAVH 10
QHNHRPGYHTQTAGP 35
WI TENCGTRGPSLR 11
Al AGAVENGVCG RS 27
M | PKSLAGPI SOHN| 8.3
AKI VTAETQNSSFI | 1.29
RLATAI AGAVENGVC 27
HEWCCRSCTLPPLRY 22
NLLVKQ ANELNY! L 10
QL CDHRL MSAAVKDE 10
LESDM | PKSLAGPI 8.3
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HLA DRB1*1323

HLA DRB1*1327 W ESQKNGSVKL EKA 12
HLA DRB1*1327 HRLVSAAVKDERAVH|  4.25
HLA DRB1*1327 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1327 WI TENCGTRGPSLR|  7.95
HLA DRB1*1327 Al AGAVENGVCG RS 23
HLA DRB1*1327 M | PKSLAGPI SQHN|  4.62
HLA DRB1*1327 AKI VTAETQNSSFI | 0.94
HLA DRB1*1327 RLATAI AGAVENGVC 23
HLA DRB1*1327 HEWCCRSCTLPPLRY 29
HLA DRB1*1327 NLLWKQ ANELNYI L |  4.25
HLA DRB1*1327 QLCDHRLNMBAAVKDE | 4.25
HLA DRB1*1327 LESDM | PKSLAGP! 4.62
HLA DRB1*1328 W ESQKNGSVKL EKA 12
HLA DRB1*1328 HRLMVBAAVKDERAVH|  4.25
HLA DRB1*1328 QHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1328 WI TENCGTRGPSLR|  7.95
HLA DRB1*1328 Al AGAVENGVCG RS 23
HLA DRB1*1328 M | PKSLAGPI SQHN|  4.62
HLA DRB1*1328 AKI VTAETQNSSFI | 0.94
HLA DRB1*1328 RLATAI AGAVENGVC 23
HLA DRB1*1328 HEWCCRSCTLPPLRY 29
HLA DRB1*1328 NLLWKQ ANELNYI L |  4.25
HLA DRB1*1328 QLCDHRLNMBAAVKDE | 4.25
HLA DRB1*1328 LESDM | PKSLAGP! 4.62
HLA DRB1*1501 W ESQKNGSVKLEKA | 31.42
HLA DRB1*1501 HRL MSAAVKDERAVH|  35.37
HLA DRB1*1501 QHNHRPGYHTQTAGP | 57.40
HLA DRB1*1501 WI TENCGTRGPSLR|  55.90
HLA DRB1*1501 Al AGAVENGVCG RS|  52.16
HLA DRB1*1501 M | PKSLAGPI SQHN|  19.54
HLA DRB1*1501 AKI VTAETONSSFI | | 37.44
HLA DRB1*1501 RLATAI AGAVENGVC| 41.17
HLA DRB1*1501 HEWCCRSCTLPPLRY| 48.06
HLA DRB1*1501 NLLWKQ ANELNYI L |  9.10
HLA DRB1*1501 QLCDHRLMBAAVKDE | 8.71
HLA DRB1*1501 LESDM | PKSLAGPI | 13.30
HLA DRB1*1502 W ESQKNGSVKL EKA 20
HLA DRB1*1502 HRL MSAAVKDERAVH 31
HLA DRB1*1502 QHNHRPGYHTQTAGP 35
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HLA DRB1*1502 VI TENCGTRGPSLR 2.74
HLA DRB1*1502 Al AGAVENGVCAE RS 20
HLA DRB1*1502 M | PKSLAGPI SQHN 2.25
HLA DRB1*1502 AKI VTAETONSSFI | 14
HLA DRB1*1502 RLATAI AGAVENGVC 23
HLA DRB1*1502 HEWCCRSCTLPPLRY 23
HLA DRB1*1502 NLLWKQ ANELNYI L 12
HLA DRB1*1502 QL CDHRL MSAAVKDE 13
HLA DRB1*1502 LESDM | PKSLAGPI 2.25
HLA DRB1*1506 W ESQKNGSVIKL EKA 28
HLA DRB1*1506 HRL MSAAVKDERAVH 28
HLA DRB1*1506 CQHNHRPGYHTQTAGP 35
HLA DRB1*1506 VI TENCGITRGPSLR 1.59
HLA DRB1*1506 Al AGAVENGVCAE RS 20
HLA DRB1*1506 M | PKSLAGPI SQHN 1.26
HLA DRB1*1506 AKI VTAETONSSFI | 10.91
HLA DRB1*1506 RLATAI AGAVENGVC 20
HLA DRB1*1506 HEWCCRSCTLPPLRY 31
HLA DRB1*1506 NLLWKQ ANELNYI L 9.10
HLA DRB1*1506 QL CDHRL MSAAVKDE 9.17
HLA DRB1*1506 | LESDM | PKSLAGPI 1.26
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PROTEINA NS3 — PREDICAO DOS ALELOS HLA DE CLASSE Il (DRB1) PARA AS SEQUENCIAS
PEPTIDICAS MAISFREQUENTES ENTRE OS ENSAIOS DE ELISPOT PARA OS PEPTIDEOS TESTADOS

INDIVIDUALMENTE

Consensus

Percentile
Allele Position Sequence Rank
HLA DRB1*0101 1:1-15 | KLTVWGDI | GVLEd 47.43
| HLA DRB1*0102 | 1:1-15 |KLTVWGDI | GVLEQ 2.8
| HLA DRB1*0301 1:1-15 | KLTVWGDI | GVLEd 0.14
| HLA DRB1*0305 1:1-15 | KLTVWGDI | GVLEd 0.52
HLA DRB1*0305 1:1-15 [KLTVWGDI | GVLEQ 0.52
HLA DRB1*0307 1:1-15 |[KLTVWGDI | GVLEQ 0.99

0.99
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| HLA DRB1%0308 | 1:1-15 | KLTWwVGDI | GVLEQ
| HLADRB1*0309 | 1:1-15| KLTWVGDI I GLEQ 035
HLA DRB1*0311 | 1:1-15 |KLTVWWGDI I GVLEQ| 0.9
HLA DRB1*0401 | 1:1-15 |KLTVWVGDI | GYLEQ| 20.88
| HLADRB1*0402 | 1:1-15| KLTWVGDI | GVLEQ  3.84
| HLA DRB1*0404 | 1:1-15| KLTWWGDI 1 GVLEQ  17.75
HLA DRB1*0405 | 1:1-15 |KLTWVGDI | GVLEQ| 29.78
HLA DRB1#0408 | 1:1-15 |KLTVWGDI | GILEQ| 15
| HLADRB1*0410 | 1:.1-15| KLTWWVGDI I GLEQ 14
| HLADRB1*0423 | 1:1-15| KLTWVGDI 1 GULEQ 12
HLA DRB1*0426 | 1:1-15 |KLTWVGDI | GULEQ| 7.5
HLA DRB1*0701 | 1:1-15 |KLTVWVGDI | GVLEQ| 15.32
| HLADRB1*0801 | 1:1-15| KLTWVGDI I GVLEQ 8.8
| HLA DRB1*0804 | 1:1-15| KLTWvGDI I GVLEQ 6.1
HLA DRB1*0806 | 1:1-15 |KLTVWVGDI | GVLEQ|  6.26
HLA DRB1*0813 | 1:1-15 |KLTVWVGDI | GVLEQ| 7.8
| HLADRB1*0817 | 1:1-15| KLTWVGDI I GLEQ  6.63
| HLADRB1*1101 | 1:1-15| KLTWVGDI 1 GVLEQ  25.79
HLA DRB1*1102 | 1:1-15 |KLTWVGDI I GVLEQ| 8.1
HLA DRB1*1104 | 1:1-15 |KLTVWWGDI | GVLEQ|  3.58
| HLADRB1*1106 | 1:1-15| KLTWVGDI I GVLEQ 358
| HLADRB1*1107 | 1:1-15| KLTWvGDI 1 GULEQ 021
HLADRB1*1114 | 1:1-15 |KLTWWGDI 1 GVLEQ| 11
HLA DRB1*1120 | 1:1-15 |KLTVWWGDI | GVLEQ| 10
| HLADRB1*1120 | 1:1-15| KLTWwvGDI 1 GWLEQ 10
| HLADRB1*1121 | 1:1-15| KLTWvGDI 1 GLEQ 81
HLA DRB1*1128 | 1:1-15 |KLTVWWGDI | GVLEQ|  4.60
HLA DRB1*1301 | 1:1-15 |KLTVWGDI | GLLEQ| 6.91
| HLADRB1*1302 | 1:1-15| KLTWVGDI I GVLEQ  15.76
| HLADRB1*1304 | 1:1-15| KLTWwvGDI 1 GWLEQ 11
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HLA DRB1*1305 | 1:1-15 |KLTWVGDI | GILEQ|  4.60
HLA DRB1#1307 | 1:1-15 |KLTVWGDI | GILEQ| 9.6
| HLADRB1*1311 | 1:1-15| KLTWVGDI | GVLEQ  3.58
| HLADRB1*1321 | 1:1-15| KLTWVGDI I GULEQ 7.8
HLA DRB1#1322 | 1:1-15 |KLTWVGDI | GLEQ| 8.1
HLA DRB1*1323 | 1:1-15 |KLTWWGDI | GLEQ| 11
| HLADRB1*1327 | 1:1-15| KLTVWWGDI I GVLEQ  6.91
| HLA DRB1#1328 | 1:1-15| kLTwveDi 1 GLE]  6.91
HLA DRB1*1501 | 1:1-15 |KLTWVGDI | GILEQ| 32.87
HLA DRB1*1502 | 1:1-15 |KLTWWVGDI | GILEQ| 1.53
HLA DRB1*1506 | 1:1-15| KLTVWVGDI | GLEG  0.80

Consensus

Percentile
~ Alele  @Position Sequence Rank
HLADRB1*0101 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 3519
| HLA DRB1*0102 | 1:1-15 | SLRTTTVSGKLI HEW| 17
| HLADRB1*0301 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 755
| HLADRB1*0305 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  5.18
HLA DRB1*0306 | 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  3.41
HLA DRB1*0307 | 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  3.41
| HLADRB1*0308 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  3.41
| HLADRB1*0309 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 850
HLADRB1*0311 | 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  3.41
HLA DRB1*0401 | 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  8.63
| HLADRB1*0402 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 281
| HLADRB1*0404 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 9,52
HLA DRB1*0405 | 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW| 40.81
HLA DRB1*0408 | 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  2.56
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| HLADRB1*0410 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 536
| HLADRB1*0423 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 156
HLA DRB1*0426 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW|  1.64
HLA DRB1*0701 1:1-15 | SLRTTTVSCGKLI HEW|  14.99
| HLADRB1*0703 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  9.29
| HLADRB1*0801 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 7.3
HLA DRB1*0802 1:1-15 | SLRTTTVSCKLI HEW| 14.62
HLA DRB1*0804 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW| 5.3
| HLADRB1*0806 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  5.04
| HLADRB1*0813 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLIHEW  3.96
HLA DRB1*0817 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW|  7.45
HLA DRB1*1101 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW|  7.59
| HLADRB1*1102 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  6.02
| HLADRB1*1104 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 554
HLA DRB1*1107 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW|  3.13
HLA DRB1*1114 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW| 8.3
| HLADRB1*1120 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 13
| HLADRB1*1121 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  6.02
HLA DRB1*1128 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW| 11
HLA DRB1*1301 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW|  9.09
| HLADRB1*1302 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  38.67
| HLADRB1*1304 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLIHEW  7.76
HLA DRB1*1305 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW| 11
HLA DRB1*1307 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW| 4.4
| HLADRB1*1311 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW 554
| HLADRB1*1321 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLIHEW 16
HLA DRB1*1322 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW|  6.02
HLA DRB1*1323 1:1-15 |SLRTTTVSCGKLI HEW| 8.3
HLADRB1*1327 | 1:1-15| SLRTTTVSGKLI HEW  9.09

9.09
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HLA DRB1*1328

1:1-15 | SLRTTTVSGKLI HEW

HLA DRB1*1501 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW| 33.12
HLA DRB1*1502 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 23
HLA DRB1*1506 1:1-15 | SLRTTTVSGKLI HEW 19
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Consensus
Percentile
Position Sequence Rank
HLA DRB1*0101
HLA DRB1*0102 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 2.03
HLA DRB1*0301 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 13.04
HLA DRB1*0305 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 6.6
HLA DRB1*0306 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*0307 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*0308 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*0309 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 5.84
HLA DRB1*0311 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*0401 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 2.98
HLA DRB1*0402 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 17
HLA DRB1*0404 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 7.11
HLA DRB1*0405 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 21.88
HLA DRB1*0701 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 3.52
HLA DRB1*0703 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 2.25
HLA DRB1*0801 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 13
HLA DRB1*0802 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 10.40
HLA DRB1*0804 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 17
HLA DRB1*0806 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 20
HLA DRB1*0813 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 4.94
HLA DRB1*0817 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 17
HLA DRB1*1101 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 5.67
HLA DRB1*1102 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 18
HLA DRB1*1104 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 8.8
HLA DRB1*1106 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 8.8
HLA DRB1*1107 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 15
HLADRB1*1114 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 10
HLA DRB1*1120 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 9.4
HLADRB1*1121 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 18
HLA DRB1*1128 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 11
HLA DRB1*1301 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*1302 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 9.41
HLA DRB1*1304 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 21
HLA DRB1*1305 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 11
HLA DRB1*1307 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 11
HLA DRB1*1311 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 8.8
HLA DRB1*1321 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 15
HLA DRB1*1321 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 15
HLA DRB1*1321 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 15
HLA DRB1*1322 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 18
HLA DRB1*1323 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 10
HLA DRB1*1327 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*1328 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*1501 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 20.93
HLA DRB1*1502 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 3.60
HLA DRB1*1506 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 7.02
DQB1*0501 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 33.46
DQB1*0602 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 13.26
DQB1*0302 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 26.18
DQB1*0402 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 34.43
DQB1*0201 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 47.83
DQB1*0301 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 3161
DPB1*0401 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 31.43
DPB1*0201 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 12.00
DPB1*0101 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 4.09
DPB1*0501 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 15.76
DPB1*0402 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 0.47
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Consensus
Percentile

Position Sequence Rank

HLA DRB1*0101
HLA DRB1*0102 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0301 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV| 44.29
HLA DRB1*0305 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0306 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0307 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0308 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0309 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0311 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0401 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV|  30.82
HLA DRB1*0402 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0404 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV| 34.99
HLA DRB1*0405 1:1-15 |ENCGTREPSLRTTTV| 45.05
HLA DRB1*0408 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0410 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0423 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0426 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0701 1:1-15 |ENCGTREPSLRTTTV| 63.43
HLA DRB1*0703 1:1-15 |ENCGIRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0801 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0802 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV|  34.99
HLA DRB1*0804 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0806 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0813 1:1-15 |ENCGITRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0817 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1101 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV| 32.84
HLA DRB1*1102 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1104 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1106 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1107 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLADRB1*1114 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1120 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLADRB1*1121 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1128 1:1-15 |ENCGITRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1301 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1302 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV|  76.32
HLA DRB1*1304 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1305 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1307 1:1-16 |ENOGTRAPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1311 1:1-17 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1321 1:1-18 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1322 1:1-19 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1323 1:1-20 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1327 1:1-21 |ENOGTRAPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1328 1:1-22 |ENOGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1501 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV|  50.70
HLA DRB1*1502 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1506 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV 35

DQB1*0501 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV| 85.14
DQB1*0602 1:1-15 |ENCGTREPSLRTTTV|  62.62
DQB1*0302 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV| 92.76
DQB1*0402 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV| 91.02
DQB1*0201 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV|  94.04
DQB1*0301 1:1-15 |ENOGTRGPSLRTTTV| 35.54
DPB1*0401 1:1-15 |ENOGTREPSLRTTTV| 79.81
DPB1*0201 1:1-15 |ENCGTREPSLRTTTV| 91.79
DPB1*0101 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV| 96.11

DPB1*0501 1:1-15 |ENCGTREPSLRTTTV|  90.46
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Consensus

Percentile

Position Sequence Rank
HLA DRB1*0101 SLRTTTVSGKLI HEW
HLA DRB1*0102 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 17

HLA DRB1*0301 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 7.55
HLA DRB1*0305 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 5.18
HLA DRB1*0306 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 341
HLA DRB1*0307 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 341
HLA DRB1*0308 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 341
HLA DRB1*0309 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 8.50
HLA DRB1*0311 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 341
HLA DRB1*0401 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 8.63
HLA DRB1*0402 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 2.81
HLA DRB1*0404 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 9.52
HLA DRB1*0405 1:1-15 |SLRTTTVSXKLI HEW  40.81
HLA DRB1*0408 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 2.56
HLA DRB1*0410 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 5.36
HLA DRB1*0423 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 1.56
HLA DRB1*0426 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 1.64
HLA DRB1*0701 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  14.99
HLA DRB1*0703 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 9.29
HLA DRB1*0801 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 7.3

HLA DRB1*0802 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  14.62
HLA DRB1*0804 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 5.3

HLA DRB1*0806 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 5.04
HLA DRB1*0813 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 3.96
HLA DRB1*0817 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 7.45
HLA DRB1*1101 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 7.59
HLA DRB1*1102 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 6.02
HLA DRB1*1104 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 5.54
HLA DRB1*1107 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 3.13
HLADRB1*1114 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 8.3

HLA DRB1*1120 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 13

HLADRB1*1121 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 6.02
HLA DRB1*1128 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 11

HLA DRB1*1301 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 9.09
HLA DRB1*1302 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  38.67
HLA DRB1*1304 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 7.76
HLA DRB1*1305 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 11

HLA DRB1*1307 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 4.4

HLA DRB1*1311 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 5.54
HLA DRB1*1321 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 16

HLA DRB1*1322 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 6.02
HLA DRB1*1323 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 8.3

HLA DRB1*1327 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 9.09
HLA DRB1*1328 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 9.09
HLA DRB1*1501 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  33.12
HLA DRB1*1502 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW 23

HLA DRB1*1506 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW 19

DQB1*0501 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  66.59
DQB1*0602 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  31.53
DQB1*0302 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  77.02
DQB1*0402 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  54.10
DQB1*0201 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  54.48
DQB1*0301 1:1-15 |SLRTTTVSKLI HEW  37.82
DPB1*0401 1:1-15 |SLRTTTVSGKLI HEW  58.33
DPB1*0201 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  40.88
DPB1*0101 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  53.65

DPB1*0501 1:1-15 |SLRTTTVS&KLI HEW  48.75
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Consensus
Percentile
Position Sequence Rank

HLA DRB1*0101
HLA DRB1*0102 1:1-15 |KLTWAMED | GULEQ 2.8

HLA DRB1*0301 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 0.14
HLA DRB1*0305 1:1-15 |[KLTWAMED | GLEQ 0.52
HLA DRB1*0305 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 0.52
HLA DRB1*0307 1:1-15 |KLTWAMA | GLEQ 0.99
HLA DRB1*0308 1:1-15 |KLTWAMED | GLEQ 0.99
HLA DRB1*0309 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 0.35
HLA DRB1*0311 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 0.99
HLA DRB1*0401 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 20.88
HLA DRB1*0402 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 3.84
HLA DRB1*0404 1:1-15 |KLTWWED | GLEQ 17.75
HLA DRB1*0405 1:1-15 |KLTWAMED | GLEQ 29.78
HLA DRB1*0408 1:1-15 | KLTWAVED | GULEQ 15
HLA DRB1*0410 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 14
HLA DRB1*0423 1:1-15 |KLTWWED | GLEQ 12
HLA DRB1*0426 1:1-15 |KLTWWAED | GLEQ 7.5
HLA DRB1*0701 1:1-15 |KLTWAVED | GLEQ 15.32
HLA DRB1*0801 1:1-15 | KLTWAVED | GLEQ 8.8
HLA DRB1*0804 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 6.1
HLA DRB1*0806 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 6.26
HLA DRB1*0813 1:1-15 |KLTWWAD | GLEQ 7.8
HLA DRB1*0817 1:1-15 |KLTWAMED | GLEQ 6.63
HLA DRB1*1101 1:1-15 | KLTWAMED | GLEQ 25.79
HLA DRB1*1102 1:1-15 | KLTWAMAD | GULEQ 8.1
HLA DRB1*1104 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 3.58
HLA DRB1*1106 1:1-15 |KLTWWAED | GLEQ 3.58
HLA DRB1*1107 1:1-15 |KLTWAMED | GLEQ 0.21
HLA DRB1*1114 1:1-15 |KLTWAVED | GLEQ 11
HLA DRB1*1120 1:1-15 |KLTWAVED | GULEQ 10
HLA DRB1*1120 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 10
HLA DRB1*1121 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 8.1
HLA DRB1*1128 1:1-15 |KLTWWAD | GLEQ 4.60
HLA DRB1*1301 1:1-15 |KLTWAVED | GLEQ 6.91
HLA DRB1*1302 1:1-15 | KLTWAMAD | GLEQ 15.76
HLA DRB1*1304 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 11
HLA DRB1*1305 1:1-15 |KLTWWED | GLEQ 4.60
HLA DRB1*1307 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 9.6
HLA DRB1*1311 1:1-15 |KLTWAMAD | GULEQ 3.58
HLA DRB1*1321 1:1-15 |KLTWAVAD | GLEQ 7.8
HLA DRB1*1322 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 8.1
HLA DRB1*1323 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 11
HLA DRB1*1327 1:1-15 |KLTWAMAD | GULEQ 6.91
HLA DRB1*1328 1:1-15 |KLTWAMED | GLEQ 6.91
HLA DRB1*1501 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 32.87
HLA DRB1*1502 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 1.53
HLA DRB1*1506 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 0.80

DQB1*0501 1:1-15 |KLTWWAED | GLEQ 11.85
DQB1*0602 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 61
DQB1*0302 1:1-15 |KLTWAMAD | GLEQ 7.5
DQB1*0402 1:1-15 | KLTWAVAD | GLEQ 8.95
DQB1*0201 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 7.7
DQB1*0301 1:1-15 |KLTWWAD | GLEQ 19
DPB1*0401 1:1-15 |KLTWWED | GLEQ 43.24
DPB1*0201 1:1-15 |KLTWAMED | GULEQ 22.54
DPB1*0101 1:1-15 |KLTWAMED | GLEQ 22.32

DPB1*0501 1:1-15 |KLTWWAD | GALEQ 54.50
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Consensus

Percentile
Allele Position Sequence Rank

HLA DRB1*0101 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 51.09
HLA DRB1*0102 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0301 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 44.29
HLA DRB1*0305 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*0306 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0307 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0308 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0309 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*0311 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0401 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 30.82
HLA DRB1*0402 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0404 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 34.99

HLA DRB1*0405 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 45.05
HLA DRB1*0408 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0410 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0423 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*0426 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0701 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 63.43
HLA DRB1*0703 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0801 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*0802 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 34.99
HLA DRB1*0804 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0806 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*0813 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*0817 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1101 1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 32.84
HLA DRB1*1102 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1104 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1106 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1107 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
HLA DRB1*1114 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35
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|  HLA DRB1*1120

| 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV| 35

| HLA DRB1*1121

| 1:1-15 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1128

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1301

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1302

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 76.32

HLA DRB1*1304

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1305

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1307

1:1-16 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1311

1:1-17 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1321

1:1-18 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1322

1:1-19 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1323

1:1-20 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1327

1:1-21 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1328

1:1-22 |ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1501

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV| 50.70

HLA DRB1*1502

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

HLA DRB1*1506

1:1-15 |[ENCGTRGPSLRTTTV 35

Allele

Consensus

Percentile
Position Sequence Rank

| HLA DRB1*0101 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 0.6
| HLA DRB1*0102 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 2.03
| HLA DRB1*0301 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 13.04

HLA DRB1*0305 1:1-15 SVWKLEKASLI EVKTC 6.6
HLA DRB1*0306 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
| HLA DRB1*0307 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16
| HLA DRB1*0308 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*0309 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 5.84
HLA DRB1*0311 1:1-15 SWKLEKASLI| EVKTC 16
| HLA DRB1*0401 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 2.98
| HLA DRB1*0402 1:1-15 SVWKLEKASLI EVKTC 17
| HLA DRB1*0404 | 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 7.11
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| HLA DRB1*0405 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 21.88
| HLA DRB1*0701 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 3.52
| HLA DRB1*0703 1:1-15 SWKLEKASLI| EVKTC 2.25

HLA DRB1*0801 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 13
HLA DRB1*0802 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 10.40
| HLA DRB1*0804 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 17
| HLA DRB1*0806 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 20
HLA DRB1*0813 1:1-15 SWKLEKASLI| EVKTC 4.94
HLA DRB1*0817 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 17
| HLA DRB1*1101 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 5.67
| HLA DRB1*1102 1:1-15 SVKLEKASL| EVKTC 18
HLA DRB1*1104 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 8.8
HLA DRB1*1106 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 8.8
| HLA DRB1*1107 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 15
| HLA DRB1*1114 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 10
HLA DRB1*1120 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 9.4
HLA DRB1*1121 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 18
| HLA DRB1*1128 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 11
| HLA DRB1*1301 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 16
HLA DRB1*1302 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 9.41
HLA DRB1*1304 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 21
| HLA DRB1*1305 1:1-15 SWKLEKASLI| EVKTC 11
| HLA DRB1*1307 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 11
HLA DRB1*1311 1:1-15 SVWKLEKASLI EVKTC 8.8
HLA DRB1*1321 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 15
| HLA DRB1*1321 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 15
| HLA DRB1*1321 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 15
HLA DRB1*1322 1:1-15 SVWKLEKASLI EVKTC 18
HLA DRB1*1323 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 10
HLA DRB1*1327 1:1-15 SVWKLEKASLI EVKTC 16
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HLA DRB1*1328 | 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 16

HLA DRB1*1501 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 20.93
HLA DRB1*1502 1:1-15 SVKLEKASLI EVKTC 3.60
HLA DRB1*1506 | 1:1-15 SWKLEKASLI EVKTC 7.02

Consensus
Percentile
Allele Position Sequence Rank
HLA DRB1*0101 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 73.63
HLA DRB1*0101 2:1-15 [EEMFKKRNLTI MDLH 35.44
HLA DRB1*0101 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 62.18
HLA DRB1*0101 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 84.14
HLA DRB1*0101 5:1-15 [EREKSAAI DGEYRLK 78.21
HLA DRB1*0101 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG| 41.00
HLA DRB1*0101 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW,  82.77
HLA DRB1*0101 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 58.64
HLA DRB1*0101 9:1-15 [KMLLDNI NTPEQ | P 67.64
HLA DRB1*0101 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 13
HLA DRB1*0101 11:1-15 | DNI NTPEQ | PALFE 53.20
HLA DRB1*0101 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG| 46.14
HLA DRB1*0101 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 65.94
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HLA DRB1*0101 KKVI QLSRKTFDTEY| 43.20

Consensus
Percentile
Allele Position Sequence Rank

HLA DRB1*0102 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 15
HLA DRB1*0102 2:1-15 [EEMFKKRNLTI MDLH 14
HLA DRB1*0102 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 11
HLA DRB1*0102 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFWV 30
HLA DRB1*0102 5:1-15 [EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0102 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 25
HLA DRB1*0102 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 30
HLA DRB1*0102 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 14
HLA DRB1*0102 9:1-15 |KMLLDNI NTPEGQ | P 17
HLA DRB1*0102 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 8.3
HLA DRB1*0102 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 17
HLA DRB1*0102 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 8.3
HLA DRB1*0102 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 7.5
HLA DRB1*0102 | 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY 8.3
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Consensus
Percentile
Position Sequence Rank
HLA DRB1*0301 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 10.92
HLA DRB1*0301 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 18.08
HLA DRB1*0301 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 2.93
HLA DRB1*0301 4:1-15 | TEYCQKTKLNDWDFWV 29.99
HLA DRB1*0301 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 34.99
HLA DRB1*0301 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 33.52
HLA DRB1*0301 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW,  29.99
HLA DRB1*0301 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 20.47
HLA DRB1*0301 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 3.32
HLA DRB1*0301 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 5.24
HLA DRB1*0301 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 65.32
HLA DRB1*0301 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 11.41
HLA DRB1*0301 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 55.78
HLA DRB1*0301 KKVI QLSRKTFDTEY| 1.09

Consensus
Percentile

Position
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HLA DRB1*0305 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 22
HLA DRB1*0305 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 13
HLA DRB1*0305 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 8.7
HLA DRB1*0305 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFWW 16
HLA DRB1*0305 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0305 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 25
HLA DRB1*0305 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 16
HLA DRB1*0305 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 24
HLA DRB1*0305 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 1.21
HLA DRB1*0305 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 8.8
HLA DRB1*0305 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 29
HLA DRB1*0305 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 19
HLA DRB1*0305 13:1-15 | WKCEEVQVI AVEPG 5.16
HLA DRB1*0305 KKVI QLSRKTFDTEY | 4.10

Consensus

Percentile
Allele Position Sequence Rank

HLA DRB1*0306 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 13




Souza J. R.

HLA DRB1*0306 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 16
HLA DRB1*0306 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 5.22
HLA DRB1*0306 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 20
HLA DRB1*0306 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0306 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*0306 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 20
HLA DRB1*0306 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 16
HLA DRB1*0306 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 0.18
HLA DRB1*0306 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 5.22
HLA DRB1*0306 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 27
HLA DRB1*0306 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 8.8
HLA DRB1*0306 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 1.73

HLA DRB1*0306

Allele

HLA DRB1*0307

Position

1:1-15

KKVI QLSRKTFDTEY

RLKGESRKTFVELMR

2.13

Consensus
Percentile

Rank

13

HLA DRB1*0307

2:1-15

EEMFKKRNLTI MDLH

16
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HLA DRB1*0307 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 5.22
HLA DRB1*0307 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 20
HLA DRB1*0307 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0307 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*0307 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 20
HLA DRB1*0307 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 16
HLA DRB1*0307 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P 0.18
HLA DRB1*0307 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 5.22
HLA DRB1*0307 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 27
HLA DRB1*0307 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 8.8
HLA DRB1*0307 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 1.73

HLA DRB1*0307

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

2.13

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0308 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 13
HLA DRB1*0308 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 16
HLA DRB1*0308 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 5.22
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HLA DRB1*0308 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 20
HLA DRB1*0308 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0308 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*0308 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 20
HLA DRB1*0308 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 16
HLA DRB1*0308 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 0.18
HLA DRB1*0308 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 5.22
HLA DRB1*0308 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 27
HLA DRB1*0308 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 8.8
HLA DRB1*0308 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 1.73

HLA DRB1*0308

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

2.13

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0309 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 15
HLA DRB1*0309 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 8.06
HLA DRB1*0309 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 4.96
HLA DRB1*0309 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 22
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HLA DRB1*0309 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0309 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 29
HLA DRB1*0309 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 22
HLA DRB1*0309 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 24
HLA DRB1*0309 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 0.90
HLA DRB1*0309 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 8.06
HLA DRB1*0309 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 28
HLA DRB1*0309 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 15
HLA DRB1*0309 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 2.86
HLA DRB1*0309 KKVI QLSRKTFDTEY | 2.93

Consensus
Percentile
Position
HLA DRB1*0311 1:1-15 | RLKGESRKTFVELIVR 13
HLA DRB1*0311 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 16
HLA DRB1*0311 3:1-15 | FVWTTDI SEMGANFK 5.22
HLA DRB1*0311 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 20
HLA DRB1*0311 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
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HLA DRB1*0311 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*0311 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 20
HLA DRB1*0311 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 16
HLA DRB1*0311 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 0.18
HLA DRB1*0311 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 5.22
HLA DRB1*0311 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 27
HLA DRB1*0311 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 8.8
HLA DRB1*0311 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 1.73

HLA DRB1*0311

Allele

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

2.13

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0401 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 19.73
HLA DRB1*0401 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 8.32
HLA DRB1*0401 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 3.79
HLA DRB1*0401 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 15.56
HLA DRB1*0401 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK| 52.74
HLA DRB1*0401 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 8.36
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HLA DRB1*0401 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW  18.40
HLA DRB1*0401 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 11.08
HLA DRB1*0401 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P 3.26
HLA DRB1*0401 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 16.03
HLA DRB1*0401 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 31.72
HLA DRB1*0401 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG| 13.12
HLA DRB1*0401 13:1-15 | WQKCGEEVQVI AVEPG|  23.08
HLA DRB1*0401 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY| 17.03

Consensus
Percentile
Position

HLA DRB1*0402 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 32
HLA DRB1*0402 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 1.06
HLA DRB1*0402 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 6.8
HLA DRB1*0402 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 21
HLA DRB1*0402 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0402 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 22
HLA DRB1*0402 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 21
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HLA DRB1*0402 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 1.06
HLA DRB1*0402 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 15
HLA DRB1*0402 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 9.5
HLA DRB1*0402 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 26
HLA DRB1*0402 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 7.7
HLA DRB1*0402 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 8.1

HLA DRB1*0402

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

26

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0404 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR| 31.48
HLA DRB1*0404 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 7.65
HLA DRB1*0404 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 4.20
HLA DRB1*0404 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV |  31.44
HLA DRB1*0404 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 68.04
HLA DRB1*0404 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG| 23.56
HLA DRB1*0404 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW, ~ 38.60
HLA DRB1*0404 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 43.44
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HLA DRB1*0404 9:1-15 | KMLLDNI NTPEG | P 1.68
HLA DRB1*0404 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA| 25.18
HLA DRB1*0404 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 27.02
HLA DRB1*0404 12:1-15 [ KKRNLTI MDLHPGSG 5.84
HLA DRB1*0404 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 6.35

HLA DRB1*0404

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

12.22

Consensus
Percentile

HLA DRB1*0405 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR|  32.62
HLA DRB1*0405 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 12.05
HLA DRB1*0405 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 10.33
HLA DRB1*0405 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFWW 15.92
HLA DRB1*0405 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 64.60
HLA DRB1*0405 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG| 51.09
HLA DRB1*0405 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW,  16.73
HLA DRB1*0405 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 38.05
HLA DRB1*0405 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 9.89
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HLA DRB1*0405 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA| 28.60
HLA DRB1*0405 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 30.76
HLA DRB1*0405 12:1-15 [ KKRNLTI MDLHPGSG|  19.91
HLA DRB1*0405 13:1-15 | WQKCGEEVQVI AVEPG|  29.52

HLA DRB1*0405

Allele

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

13.76

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0408 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 33
HLA DRB1*0408 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 8.7
HLA DRB1*0408 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 6.2
HLA DRB1*0408 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 12
HLA DRB1*0408 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0408 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 15
HLA DRB1*0408 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 12
HLA DRB1*0408 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 8.7
HLA DRB1*0408 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 11
HLA DRB1*0408 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 28
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HLA DRB1*0408 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 29
HLA DRB1*0408 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 8.2
HLA DRB1*0408 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 3.5

HLA DRB1*0408 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY 24

Consensus
Percentile
Position Rank
HLA DRB1*0410 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 31
HLA DRB1*0410 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 9.2
HLA DRB1*0410 3:1-15 [FVWTTDI SEMGANFK 3.49
HLA DRB1*0410 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 21
HLA DRB1*0410 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0410 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 28
HLA DRB1*0410 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 21
HLA DRB1*0410 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 9.2
HLA DRB1*0410 9:1-15 [KMLLDNI NTPEQ | P 4.37
HLA DRB1*0410 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 26
HLA DRB1*0410 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 29
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HLA DRB1*0410

12:1-15

KKRNLTI MDLHPGSG

4.32

HLA DRB1*0410

13:1-15

WOKGEEVQVI AVEPG

1.46

HLA DRB1*0410

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

11

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0423 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 31
HLA DRB1*0423 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.3
HLA DRB1*0423 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 4.20
HLA DRB1*0423 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 21
HLA DRB1*0423 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0423 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 24
HLA DRB1*0423 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 21
HLA DRB1*0423 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.3
HLA DRB1*0423 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 8
HLA DRB1*0423 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 25
HLA DRB1*0423 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 27
HLA DRB1*0423 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 5.8
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HLA DRB1*0423

13:1-15

WOKGEEVQVI AVEPG

232

2.24

HLA DRB1*0423

KKVI QLSRKTFDTEY

21

Consensus
Percentile
Position

HLA DRB1*0426 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 20
HLA DRB1*0426 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 10
HLA DRB1*0426 3:1-15 [FVWTTDI SEMGANFK 4.47
HLA DRB1*0426 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 7.4
HLA DRB1*0426 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0426 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 20
HLA DRB1*0426 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 7.4
HLA DRB1*0426 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 10
HLA DRB1*0426 9:1-15 [KMLLDNI NTPEQ | P 3.26
HLA DRB1*0426 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 30
HLA DRB1*0426 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 32
HLA DRB1*0426 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 13
HLA DRB1*0426 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 3.05
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HLA DRB1*0426 KKVI QLSRKTFDTEY 22

Consensus
Percentile
Allele Position Sequence Rank
HLA DRB1*0701 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 31.86
HLA DRB1*0701 2:1-15 [EEMFKKRNLTI MDLH 27.08
HLA DRB1*0701 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 29.66
HLA DRB1*0701 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 30.16
HLA DRB1*0701 5:1-15 [EREKSAAI DGEYRLK 62.94
HLA DRB1*0701 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 22.91
HLA DRB1*0701 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW,  30.30
HLA DRB1*0701 8:1-15 [ PELEEEMFKKRNLTI 30.24
HLA DRB1*0701 9:1-15 |KMLLDNI NTPEGQ | P 45.83
HLA DRB1*0701 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 3.1
HLA DRB1*0701 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 62.95
HLA DRB1*0701 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 55.24
HLA DRB1*0701 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 67.88
HLA DRB1*0701 | 14:1-15 |KKVI QLSRKTFDTEY | 35.52
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Consensus
Percentile
Position Sequence Rank
HLA DRB1*0703 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 18
HLA DRB1*0703 2:1-15 [EEMFKKRNLTI MDLH 4.25
HLA DRB1*0703 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 2.40
HLA DRB1*0703 4:1-15 | TEYCQKTKLNDWDFWV 3.55
HLA DRB1*0703 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0703 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 16
HLA DRB1*0703 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW! 3.55
HLA DRB1*0703 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 4.25
HLA DRB1*0703 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 21
HLA DRB1*0703 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 5.62
HLA DRB1*0703 11:1-15 | DNI NTPEQ | PALFE 21
HLA DRB1*0703 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 22
HLA DRB1*0703 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 8.44
HLA DRB1*0703 KKVI QLSRKTFDTEY| 12.44

Consensus
Percentile

Position
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HLA DRB1*0801 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 15
HLA DRB1*0801 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 3.31
HLA DRB1*0801 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 11
HLA DRB1*0801 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFWW 19
HLA DRB1*0801 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0801 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 30
HLA DRB1*0801 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 19
HLA DRB1*0801 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.39
HLA DRB1*0801 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 21
HLA DRB1*0801 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 4.47
HLA DRB1*0801 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 31
HLA DRB1*0801 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 4.47
HLA DRB1*0801 13:1-15 | WKCEEVQVI AVEPG 11
HLA DRB1*0801 KKVI QLSRKTFDTEY 6.9

Consensus

Percentile
Allele Position Sequence Rank

HLA DRB1*0802 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR| 23.98
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HLA DRB1*0802 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 4.10
HLA DRB1*0802 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 15.83
HLA DRB1*0802 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV | 27.54
HLA DRB1*0802 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK| 48.14
HLA DRB1*0802 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG|  26.07
HLA DRB1*0802 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW, ~ 24.53
HLA DRB1*0802 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 12.85
HLA DRB1*0802 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 11.65
HLA DRB1*0802 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 0.25
HLA DRB1*0802 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 29.79
HLA DRB1*0802 12:1-15 |[KKRNLTI MDLHPGSG|  11.12
HLA DRB1*0802 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG| 13.85

HLA DRB1*0802

Allele

HLA DRB1*0804

Position

1:1-15

KKVI QLSRKTFDTEY

RLKGESRKTFVELMR

7.32

Consensus
Percentile

Rank

12

HLA DRB1*0804

2:1-15

EEMFKKRNLTI MDLH

2.57
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HLA DRB1*0804 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 9.3
HLA DRB1*0804 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 27
HLA DRB1*0804 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0804 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*0804 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 27
HLA DRB1*0804 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 2.57
HLA DRB1*0804 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P 15
HLA DRB1*0804 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 1.46
HLA DRB1*0804 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 27
HLA DRB1*0804 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 4.21
HLA DRB1*0804 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 11

HLA DRB1*0804

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

5.3

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0806 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 12
HLA DRB1*0806 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 4.31
HLA DRB1*0806 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 7.62
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HLA DRB1*0806 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 27
HLA DRB1*0806 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0806 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 34
HLA DRB1*0806 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 27
HLA DRB1*0806 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 4.31
HLA DRB1*0806 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 18
HLA DRB1*0806 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 2.84
HLA DRB1*0806 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 29
HLA DRB1*0806 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 2.84
HLA DRB1*0806 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 8.13

HLA DRB1*0806

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

5.04

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*0813 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 24
HLA DRB1*0813 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 0.57
HLA DRB1*0813 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 6.5
HLA DRB1*0813 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 11
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HLA DRB1*0813 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*0813 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 26
HLA DRB1*0813 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 11
HLA DRB1*0813 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 4.55
HLA DRB1*0813 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 11
HLA DRB1*0813 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 0.27
HLA DRB1*0813 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 30
HLA DRB1*0813 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 7.4
HLA DRB1*0813 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 8.4
HLA DRB1*0813 KKVI QLSRKTFDTEY 10

Consensus
Percentile
Position
HLA DRB1*0817 1:1-15 | RLKGESRKTFVELIVR 16
HLA DRB1*0817 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 2.56
HLA DRB1*0817 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 8.38
HLA DRB1*0817 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 20
HLA DRB1*0817 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35




Souza J. R.

HLA DRB1*0817 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 25
HLA DRB1*0817 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 20
HLA DRB1*0817 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 3.00
HLA DRB1*0817 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 19
HLA DRB1*0817 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 3.52
HLA DRB1*0817 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 27
HLA DRB1*0817 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 4.75
HLA DRB1*0817 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 8.84

HLA DRB1*0817

Allele

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

7.48

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1101 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 3.97
HLA DRB1*1101 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 3.49
HLA DRB1*1101 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 21.91
HLA DRB1*1101 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 10.37
HLA DRB1*1101 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK| 41.62
HLA DRB1*1101 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG| 31.76

240



Souza J. R. 241

HLA DRB1*1101 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW ~ 10.39
HLA DRB1*1101 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 8.65
HLA DRB1*1101 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P 21.76
HLA DRB1*1101 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 0.15
HLA DRB1*1101 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 38.38
HLA DRB1*1101 12:1-15 [ KKRNLTI MDLHPGSG 6.23
HLA DRB1*1101 13:1-15 | WKCGEEVQVI AVEPG| 22.36
HLA DRB1*1101 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY | 0.02

Consensus
Percentile
Position

HLA DRB1*1102 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 11
HLA DRB1*1102 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.02
HLA DRB1*1102 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 9.8
HLA DRB1*1102 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 22
HLA DRB1*1102 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1102 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 33
HLA DRB1*1102 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 22




Souza J. R.

HLA DRB1*1102 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.02
HLA DRB1*1102 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 11
HLA DRB1*1102 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 1.48
HLA DRB1*1102 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 31
HLA DRB1*1102 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 3.37
HLA DRB1*1102 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 10

HLA DRB1*1102

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

4.04

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1104 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 15
HLA DRB1*1104 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.4
HLA DRB1*1104 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 8.3
HLA DRB1*1104 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 24
HLA DRB1*1104 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1104 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 30
HLA DRB1*1104 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 24
HLA DRB1*1104 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.4
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HLA DRB1*1104 9:1-15 | KMLLDNI NTPEG | P 12
HLA DRB1*1104 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 6.4
HLA DRB1*1104 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 24
HLA DRB1*1104 12:1-15 [ KKRNLTI MDLHPGSG 4.18
HLA DRB1*1104 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 4.18

HLA DRB1*1104

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

2.74

Consensus
Percentile

HLA DRB1*1106 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 15
HLA DRB1*1106 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.4
HLA DRB1*1106 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 8.3
HLA DRB1*1106 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFWW 24
HLA DRB1*1106 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1106 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 30
HLA DRB1*1106 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 24
HLA DRB1*1106 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.4
HLA DRB1*1106 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 12
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HLA DRB1*1106 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 6.4
HLA DRB1*1106 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 24
HLA DRB1*1106 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 4.18
HLA DRB1*1106 13:1-15 | WKCEEVQVI AVEPG 4.18

HLA DRB1*1106

Allele

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

2.74

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1107 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 19
HLA DRB1*1107 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 21
HLA DRB1*1107 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 5.78
HLA DRB1*1107 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 26
HLA DRB1*1107 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1107 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*1107 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 26
HLA DRB1*1107 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 21
HLA DRB1*1107 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 0.58
HLA DRB1*1107 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 5.84
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HLA DRB1*1107 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 26
HLA DRB1*1107 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 16
HLA DRB1*1107 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 2.89

HLA DRB1*1107 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY | 2.39

Consensus
Percentile
Position Rank
HLA DRB1*1114 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 14
HLA DRB1*1114 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 8.3
HLA DRB1*1114 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 13
HLA DRB1*1114 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 13
HLA DRB1*1114 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1114 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 30
HLA DRB1*1114 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW! 13
HLA DRB1*1114 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 8.3
HLA DRB1*1114 9:1-15 |KMLLDNI NTPEGQ | P 15
HLA DRB1*1114 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 2.72
HLA DRB1*1114 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 32




Souza J. R.

HLA DRB1*1114

12:1-15

KKRNLTI MDLHPGSG

HLA DRB1*1114

13:1-15

WOKGEEVQVI AVEPG

14

HLA DRB1*1114

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

6.3

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1120 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 7.19
HLA DRB1*1120 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 4.51
HLA DRB1*1120 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 8.2
HLA DRB1*1120 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 19
HLA DRB1*1120 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1120 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 32
HLA DRB1*1120 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 19
HLA DRB1*1120 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 7.7
HLA DRB1*1120 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 13
HLA DRB1*1120 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 2.27
HLA DRB1*1120 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 32
HLA DRB1*1120 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 2.80
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HLA DRB1*1120

13:1-15

WOKGEEVQVI AVEPG

247

10

HLA DRB1*1120

KKVI QLSRKTFDTEY

2.29

Consensus
Percentile
Position

HLA DRB1*1121 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 11
HLA DRB1*1121 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.02
HLA DRB1*1121 3:1-15 | FVWTTDI SEMGANFK 9.8
HLA DRB1*1121 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 22
HLA DRB1*1121 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1121 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 33
HLA DRB1*1121 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW 22
HLA DRB1*1121 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.02
HLA DRB1*1121 9:1-15 |KMLLDNI NTPEQ | P 11
HLA DRB1*1121 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 1.48
HLA DRB1*1121 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 31
HLA DRB1*1121 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 3.37
HLA DRB1*1121 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 10
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HLA DRB1*1121 KKVI QLSRKTFDTEY |  4.04

Consensus
Percentile
Allele Position Sequence Rank
HLA DRB1*1128 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 11
HLA DRB1*1128 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 8.5
HLA DRB1*1128 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 7.47
HLA DRB1*1128 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 21
HLA DRB1*1128 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1128 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 27
HLA DRB1*1128 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 21
HLA DRB1*1128 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 8.5
HLA DRB1*1128 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 12
HLA DRB1*1128 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 8.4
HLA DRB1*1128 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 26
HLA DRB1*1128 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 3.87
HLA DRB1*1128 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 3.87
HLA DRB1*1128 | 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY| 151
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Consensus
Percentile
Position Sequence Rank
HLA DRB1*1301 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 4.62
HLA DRB1*1301 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 5.02
HLA DRB1*1301 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 5.45
HLA DRB1*1301 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 27
HLA DRB1*1301 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1301 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 34
HLA DRB1*1301 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW 27
HLA DRB1*1301 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 5.02
HLA DRB1*1301 9:1-15 |KMLLDNI NTPEQ | P 9.71
HLA DRB1*1301 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 1.19
HLA DRB1*1301 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 30
HLA DRB1*1301 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 1.71
HLA DRB1*1301 13:1-15 | WKGEEVQVI AVEPG 6.86
HLA DRB1*1301 KKVI QLSRKTFDTEY 1.20

Consensus
Percentile

Position
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HLA DRB1*1302 1:1-15 |RLKCGESRKTFVELMR| 60.72
HLA DRB1*1302 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 5.27
HLA DRB1*1302 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK|  32.79
HLA DRB1*1302 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV|  30.49
HLA DRB1*1302 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 73.70
HLA DRB1*1302 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG| 25.22
HLA DRB1*1302 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW, ~ 70.75
HLA DRB1*1302 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 7.70
HLA DRB1*1302 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 3.47
HLA DRB1*1302 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA|  34.17
HLA DRB1*1302 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 12.45
HLA DRB1*1302 12:1-15 [KKRNLTI MDLHPGSG|  42.96
HLA DRB1*1302 13:1-15 | WKCGEEVQVI AVEPG|  39.92
HLA DRB1*1302 KKVI QLSRKTFDTEY | 26.42

Consensus

Percentile
Allele Position Sequence Rank

HLA DRB1*1304 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 10.60
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HLA DRB1*1304 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 9.41
HLA DRB1*1304 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 7.76
HLA DRB1*1304 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 23
HLA DRB1*1304 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1304 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 34
HLA DRB1*1304 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 23
HLA DRB1*1304 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 9.41
HLA DRB1*1304 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 14
HLA DRB1*1304 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 1.21
HLA DRB1*1304 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 32
HLA DRB1*1304 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 2.11
HLA DRB1*1304 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 7.76

HLA DRB1*1304

Allele

HLA DRB1*1305

Position

1:1-15

KKVI QLSRKTFDTEY

RLKGESRKTFVELMR

2.11

Consensus
Percentile

11

HLA DRB1*1305

2:1-15

EEMFKKRNLTI MDLH

8.5
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HLA DRB1*1305 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 7.47
HLA DRB1*1305 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 21
HLA DRB1*1305 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1305 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 27
HLA DRB1*1305 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 21
HLA DRB1*1305 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 8.5
HLA DRB1*1305 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P 12
HLA DRB1*1305 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 8.4
HLA DRB1*1305 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 26
HLA DRB1*1305 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 3.87
HLA DRB1*1305 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 3.87

HLA DRB1*1305

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

151

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1307 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 18
HLA DRB1*1307 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 16
HLA DRB1*1307 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 7.5
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HLA DRB1*1307 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 13
HLA DRB1*1307 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1307 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 28
HLA DRB1*1307 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 13
HLA DRB1*1307 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 16
HLA DRB1*1307 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 19
HLA DRB1*1307 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 6.5
HLA DRB1*1307 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 31
HLA DRB1*1307 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 6.5
HLA DRB1*1307 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 8.5

HLA DRB1*1307

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

3.7

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1311 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 15
HLA DRB1*1311 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.4
HLA DRB1*1311 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 8.3
HLA DRB1*1311 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 24
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HLA DRB1*1311 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1311 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 30
HLA DRB1*1311 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 24
HLA DRB1*1311 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.4
HLA DRB1*1311 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 12
HLA DRB1*1311 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 6.4
HLA DRB1*1311 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 24
HLA DRB1*1311 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 4.18
HLA DRB1*1311 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 4.18
HLA DRB1*1311 KKVI QLSRKTFDTEY| 2.74

Consensus
Percentile
Position
HLA DRB1*1321 1:1-15 | RLKGESRKTFVELIVR 18
HLA DRB1*1321 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 13
HLA DRB1*1321 3:1-15 | FWTTDI SEMGANFK 4.86
HLA DRB1*1321 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 15
HLA DRB1*1321 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
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HLA DRB1*1321 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 27
HLA DRB1*1321 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 15
HLA DRB1*1321 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 13
HLA DRB1*1321 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 13
HLA DRB1*1321 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 8.3
HLA DRB1*1321 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 29
HLA DRB1*1321 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 4.50
HLA DRB1*1321 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 4.84

HLA DRB1*1321

Allele

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

4.12

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1322 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 11
HLA DRB1*1322 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 6.02
HLA DRB1*1322 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 9.8
HLA DRB1*1322 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 22
HLA DRB1*1322 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1322 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 33
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HLA DRB1*1322 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 22
HLA DRB1*1322 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 6.02
HLA DRB1*1322 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P 11
HLA DRB1*1322 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 1.48
HLA DRB1*1322 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 31
HLA DRB1*1322 12:1-15 [ KKRNLTI MDLHPGSG 3.37
HLA DRB1*1322 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 10
HLA DRB1*1322 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY | 4.04

Consensus
Percentile
Position

HLA DRB1*1323 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 14
HLA DRB1*1323 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 8.3
HLA DRB1*1323 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 13
HLA DRB1*1323 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 13
HLA DRB1*1323 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1323 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 30
HLA DRB1*1323 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 13
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HLA DRB1*1323 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 8.3
HLA DRB1*1323 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 15
HLA DRB1*1323 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 2.72
HLA DRB1*1323 11:1-15 | DNl NTPEQ | PALFE 32
HLA DRB1*1323 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 5

HLA DRB1*1323 13:1-15 | WQKCEEVQVI AVEPG 14
HLA DRB1*1323 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY 6

Consensus
Percentile
Allele Position Sequence Rank
HLA DRB1*1327 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 4.62
HLA DRB1*1327 2:1-15 [EEMFKKRNLTI MDLH 5.02
HLA DRB1*1327 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 5.45
HLA DRB1*1327 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV 27
HLA DRB1*1327 5:1-15 [EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1327 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 34
HLA DRB1*1327 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 27
HLA DRB1*1327 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 5.02
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HLA DRB1*1327 9:1-15 | KMLLDNI NTPEG | P 9.71
HLA DRB1*1327 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 1.19
HLA DRB1*1327 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 30
HLA DRB1*1327 12:1-15 [ KKRNLTI MDLHPGSG 1.71
HLA DRB1*1327 13:1-15 | WXKCGEEVQVI AVEPG 6.86
HLA DRB1*1327 KKVI QLSRKTFDTEY| 1.20

Consensus
Percentile
Position

HLA DRB1*1328 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 4.62
HLA DRB1*1328 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 5.02
HLA DRB1*1328 3:1-15 [FVWTTDI SEMGANFK 5.45
HLA DRB1*1328 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 27
HLA DRB1*1328 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1328 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 34
HLA DRB1*1328 7:1-15 [KTFDTEYQKTKLNDW 27
HLA DRB1*1328 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 5.02
HLA DRB1*1328 9:1-15 |KMLLDNI NTPEGQ | P 9.71
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HLA DRB1*1328 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 1.19
HLA DRB1*1328 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 30
HLA DRB1*1328 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 1.71
HLA DRB1*1328 13:1-15 | WKCEEVQVI AVEPG 6.86

HLA DRB1*1328

Allele

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

1.20

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1501 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR| 46.64
HLA DRB1*1501 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 22.25
HLA DRB1*1501 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 18.00
HLA DRB1*1501 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVV|  55.08
HLA DRB1*1501 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK| 48.97
HLA DRB1*1501 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG| 61.77
HLA DRB1*1501 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW, ~ 47.34
HLA DRB1*1501 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 17.81
HLA DRB1*1501 9:1-15 |[KMLLDNI NTPEG | P| 42.89
HLA DRB1*1501 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 4.33
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HLA DRB1*1501 11:1-15 |DNI NTPEG | PALFE| 44.52
HLA DRB1*1501 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG| 28.16
HLA DRB1*1501 13:1-15 | WKCGEEVQVI AVEPG|  52.17

HLA DRB1*1501 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY |  8.01

Consensus
Percentile
Position Rank
HLA DRB1*1502 1:1-15 | RLKGESRKTFVELMR 17
HLA DRB1*1502 2:1-15 | EEMFKKRNLTI MDLH 3.92
HLA DRB1*1502 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 7.73
HLA DRB1*1502 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFVWV 15
HLA DRB1*1502 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1502 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 14
HLA DRB1*1502 7:1-15 |KTFDTEYQKTKLNDW 15
HLA DRB1*1502 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 3.92
HLA DRB1*1502 9:1-15 |KMLLDNI NTPEQ | P 15
HLA DRB1*1502 10:1-15 | VREAI KRRLRTLI LA 2.48
HLA DRB1*1502 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 15
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HLA DRB1*1502

12:1-15

KKRNLTI MDLHPGSG

8.20

HLA DRB1*1502

13:1-15

WOKGEEVQVI AVEPG

12

HLA DRB1*1502

Allele

14:1-15

Position

KKVI QLSRKTFDTEY

Sequence

11

Consensus
Percentile
Rank

HLA DRB1*1506 1:1-15 |RLKGESRKTFVELMR 14
HLA DRB1*1506 2:1-15 |EEMFKKRNLTI MDLH 2.37
HLA DRB1*1506 3:1-15 |FWTTDI SEMGANFK 6.54
HLA DRB1*1506 4:1-15 | TEYQKTKLNDWDFW 25
HLA DRB1*1506 5:1-15 | EREKSAAI DGEYRLK 35
HLA DRB1*1506 6:1-15 | DEAHFTDPASI AARG 24
HLA DRB1*1506 7:1-15 | KTFDTEYQKTKLNDW 25
HLA DRB1*1506 8:1-15 | PELEEEMFKKRNLTI 2.37
HLA DRB1*1506 9:1-15 |KMLLDNI NTPEG | P 10.98
HLA DRB1*1506 10:1-15 [ VREAI KRRLRTLI LA 1.40
HLA DRB1*1506 11:1-15 | DNI NTPEG | PALFE 10.98
HLA DRB1*1506 12:1-15 | KKRNLTI MDLHPGSG 5.18
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‘ HLA DRB1*1506 13:1-15 | WQKGEEVQVI AVEPG 18 ‘

‘ HLA DRB1*1506 14:1-15 | KKVI QLSRKTFDTEY| 8.01 ‘
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APENDICE D — Producdes académicas obtidas durante 0 curso de doutorado

Durante o periodo do doutorado, estivemos participando de varias atividades
académicas e cientificas que geraram publicacdes, que embora nao fizessem parte
de nosso produto de tese, contribuiram para nossa formacdo e producdes
bibliograficas do periodo. Dentre estas podemos destacar:

MARQUES, C. D. L. ; Lorena, VB ; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto ; SOUZA, J. R. ; SOUZA, W. ; GOMES, Yara de Miranda ;
FREESE, Eduardo . Resposta atenuada ao PPD no diagndstico de infeccéo tuberculosa latente em pacientes com Artrite Reumatoide. Revista
Brasileira de Reumatologia, v. 49, p. 119-128, 2009.

MARQUES, C. D. L. ; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto ; Lorena, VB ; SOUZA, J. R. ; SOUZA, W. ; GOMES, Yara de Miranda ;
FREESE, Eduardo . Evaluation of an interferon gamma assay in the diagnosis of latent tuberculosis. Rheumatology International (Berlin), v. apr
11, p. 19363612, 2009.

MARQUES, C. D. L. ; Lorena, VB ; SOUZA, J. R. ; DUARTE, Angela ; GOMES, Yara de Miranda ; FREESE, Eduardo . Evaluation of
the T-SPOT.TB in the diagnosis of latent tuberculosis in rheumatoid arthritis. In: EULAR - EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY, 2008,
PARIS. Annals of Rheumatic Disease. Oxford : BMJ Journals, 2008. v. 67. p. 305-305.

Van-Lume DS ; SOUZA, J. R. ; MELO, W. G. ; MELO, V. L. ; CABRAL, M. M. L. ; REGO, J. C. ; SHINDLER, H. C. ; ABATH, F. G. C. ;
MONTENEGRO, S. M. L. . Preliminary results in the immunodiagnosis of tuberculosis in children based on T ell responses to ESAT-6 and PPD
antigens. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz (Online), v. 103, p. 401-404, 2008.

Beck L ; Van-Lume DS ; SOUZA, J. R. ; DOMINGUES, A. L. C. ; Favre T ; ABATH, F. G. C. ; MONTENEGRO, S. M. L. . Discriminating
acute from chronic human schistosomiasis mansoni. Acta Tropica, v. 108, p. 229-233, 2008.

MORAIS, C. N. L. ; SOUZA, J. R. ; MELO, W. G. ; AROUCHA, M. L. ; MIRANDA, P. ; DOMINGUES, A. L. C. ; ABATH, F. G. C. ;
MONTENEGRO, S. M. L. . Cytokine profile associated with chronic and acute human schistosomiasis mansoni. Memérias do Instituto Oswaldo
Cruz (Online), v. 103, p. 561-568, 2008.

SOUZA, J. R. ; MORAIS, C. N. L. ; AROUCHA, M. L. ; MIRANDA, P. ; Barbosa CS ; Carvalho Junior, L. B. ; ABATH, F. G. C. ;
MONTENEGRO, S. M. L. . Treatment of human acute schistosomiasis with oxamniquine induces an increase in interferon-gama response to
Schistosoma mansoni antigens. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz (Online), v. 102, p. 225-228, 2007.

Convém mencionar ainda, que entre os resultados obtidos como produto de
tese destacamos a producao cientifica nos seguintes eventos:

SOUZA, J. R., Nascimento, E.J.M., Silva, V.G., Cordeiro, M.T, Magalhaes, M.C.F., Gil, L.H.V.G., MONTENEGRO, S. M. L., Marques,
ET. Preliminary Results of T-Cell Epitope Mapping on NS1 and NS3 Proteins of Dengue Virus Type 3 Using IFN-g ELISPOT Assay. Virus
Reviews & Research. Rio de Janeiro, p.103 - 103, 2008. — First Pan American Dengue Research Network Meeting, Recife — Brazil, 22- 25 July
2008.

SOUZA, J. R., Nascimento, E.J.M., Silva, V.G., Cordeiro, M.T, Magalhaes, M.C.F., Gil, L.H.V.G., MONTENEGRO, S. M. L., Marques,
ET. T-Cell Epitope Mapping on NS1 and NS3 Proteins of Dengue Virus Type 3 Using ELISPOT Assay. Sociedade Brasileira de Virologia — Brazil,
2008.

SOUZA, J. R., Nascimento, E.J.M., Silva, V.G., Cordeiro, M.T, Magalhaes, M.C.F., Gil, L.H.V.G.,., Marques, ET, MONTENEGRO, S.
M. L. Mapeamento de Epitopos reativos para células T das proteinas ndo-estruturais NS1 e NS3 do Virus Dengue 3 utilizando de ELISPOT. X
Jornada da P6s-Graduagéo da FIOCRUZ, 2007.
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