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“CEPA DO VIRUS DA DENGUE-1 VIVO ATENUADO, COMPOSIGAO
IMUNOGENICA, COMPOSICAO DE VACINA, ACIDO NUCLEICO ISOLADO,
POLIPROTEINA ISOLADA E FRAGMENTO DE POLIPROTEINA”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao refere-se a novas cepas vivas de VDV1
atenuadas (virus da dengue sorotipo:1 derivado de células VERO) que s&o
obtidas a partir da dengue-1 tipo selvagem cepa 16007 pela passagem sobre
células PDK e células Vero, e sanitizagdo. A presente invengéo refere-se
também a uma composi¢éo de vacina que compreende tais cepas VDV1.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

A. dengue ¢ causada por quatro tipos sorolégicos virais
estreitamente relacionados, mas antigenicamente distintos, (Gubler, 1988;
Kautner et al., 1997; Rigau-Pérez et al., 1998; Vaughn et al., 1997), do género
Flavivirus (Gubler, 1988). A infecgdo por um sorotipo do virus da dengue pode
produzir um espectro de doengas clinicas que podem variar de uma sindrome
viral ndo especifica 4 uma severa, doenga hemorragica fatal. O periodo de

incubagéo da febre da dengue (DF), apds as picadas de mosquitos dura em

‘'média 4 dias (variacao de 3-14 dias). DF caracteriza-se por febre bifasica, dor

de cabega, dores em varias partes do corpo, prostragéo, erupgao cutanea,
linfodenopatia e leucopenia (Kautner et al., 1997; Rigau-Pérez et al., 1998). O
periodo virulento € o mesmo que o da doenca febril (Vaughn et al., 1997). A
recuperagao da DF é geralmente éoncluida em 7 a 10 dias, mas a astenia
prolongada é comum. A diminuigao na contagem de leucdcitos e plaquetas sao
frequentes. |

A dengue hemorragica (FHD) & uma doenga febril grave
caracterizada por anormalidades da homeostase e aumento da permeabilidade
vascular que pode levar a hipovolemia e hipotensao (Sindrome de choque por

dengue, DSS) muitas vezes complicada por grave hemorragia interna. A taxa



10

15

20

25

de mortalidade do caso FHD pode ser tao alta quanto 10%, sem tratamento,
mas inferior a 1% na maioria dos centros com experiéncia terapéutica (WHO
Technical Guide, 1986).

O diagnéstico laboratorial de rotina das infecgbes por dengue é
baseado no isolamento do virus e/ou na detecg¢do de anticorpos especificos do
virus da dengue.

A doenca da dengue € a segunda doenga infecciosa tropical mais
importante ap6s malaria, com mais da metade da populagdo mundial (2,5
bilhées) vivendo nas areas de risco de epidemia. Ha uma estimativa de que 50
a 100 milhdes de casos de dengue, 500.000 pacientes hospitalizados com FHD
e 25.000 mortes por dengue ocorrem todos os anos. A dengue € endémica na
Asia, no Pacifico, Africa, América Latina e Caribe. Mais de 100 paises tropicais
tém endemias de infecgdes virais de dengue, e FHD tém sido documentados
em mais de 60 destes paises (Gubler, 2002; Monath, 1994). Um namero de
fatores bem descritos parecem estar envolvidos nas infecgbes por dengue:
crescimento populacional, urbanizagdo descontrolada e n&ao planejada e
particularmente associado com a pobreza, aumento do trafego aéreo, a falta de
controle efetivo dos mosquitos, bem como a deterioragéo das infra-estruturas
sanitarias e de saude publica (Gubler, 2002 ). A conscientizagao da dengue
pelos viajantes e estrangeiros estd aumentando (Shirtcliffe et al., 1998). A
dengue provou ser uma das principais causas de doencga febril nas tropas
norte-americanas durante o posicionamento estratégico em areas tropicais
onde a dengue é endémica (DeFraites et al., 1994).

Os virus sdo mantidos em um ciclo que envolve os humanos e o
Aedes aegypti, um mosquito doméstico, que pica durante o dia e que prefere
se alimentar nos seres humanos. A infecgdo no humano ¢ iniciada através da
injecao do virus durante a alimentagdo de sangue por um mosquito Aedes

aegypti infectado. O virus na saliva é depositado principalmente nos tecidos
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extrqya§culares. O principal tipo celular infectado apds inoculagdo s&o as
células dendriticas, que posteriormente migram para drenagem dos ganglios
Iin'i';:(icoé (linfonodos) (Wu et al., 2000). Apos a replicagao inicial na pele e a
drenagem para os ganglios linfaticos, o virus aparece no sangue durante a fase
aguda febril, geralmente por 3 a 5 dias.

Monocitos e macréfagos estdo juntamente com as células
dendriticas entre os alvos principais do virus da dengue. A protecao contra a
reinfeccdo homotipica é completa e provaveimente para a vida toda, mas a
protecéo cruzada entre os tipos de dengue dura menos de 12 semanas (Sabin,
1952). Conseqlientemente, um paciente pode experimentar uma segunda
infecgdo com um sorotipo diferente. Uma segunda infecgdo por dengue é
teoricamente um fator de risco para desenvolver uma doenga severa. No
entanto, a FHD é multifatorial, incluindo: a cepa do virus envolvido, bem como
a idade, o estado imune e predisposigdo genética do paciente. Dois fatores tém
um papel importante na ocorréncia da FHD: uma rapida replicagao viral com
alta viremia (a gravidade da doenga esta relacionada com o nivel de viremia
(Vaughn et al., 2000) e uma importante resposta inflamatoria com liberagao de
altos niveis de mediadores inflamatérios (Rothman e Ennis, 1999).

Nao existe um tratamento especifico contra a dengue. O
tratamento da DF se baseia no repouso na cama, controle da febre e dores
com o uso de analgésicos ‘e antipiréticos, e adequada ingestao de fluidos. O
tratamento da FHD necessita da corregao da perda de fluidos, substituigdo dos
fatores de coagulagao, e infusao de heparina.

As medidas preventivas contam atualmente com o controle do
vetor e medidas de protecdo pessoal, que sdo medidas caras e dificeis de se
aplicar. Nenhuma vacina contra a dengue esta atualmente registrada. Desde os
4 sorotipos de dengue que estdo em circulagdo no mundo e uma vez que sao

relatados por estarem envolvidos nos casos de FHD, a vacinagdo devera
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idealmente conferir protecdo contra todos os 4 sorotipos do virus da dengue.

Vacinas vivas atenuadas (LAVs), que reproduzem a imunidade
natural, foram utilizadas para o desenvolvimento de vacinas contra muitas
doengas, incluindo alguns virus pertencentes ao mesmo género da dengue
(exemplos de vacinas de flavivirus vivos atenuados comercialmente disponiveis
incluem vacinas da febre amarela e da encefalite japonesa). As vantagens de
vacinas de virus vivos atenuados estdo na sua capacidade de replicagao e
inducdo tanto de respostas humorais quanto de respostas imune-celulares.
Além disso, a resposta imune induzida por um conjunto de Virion da vacina
contra os diferentes componentes do virus (proteinas estruturais e nao
estruturais) reproduz as respostas induzidas pelas infecgbes naturais.

O projeto vacina da dengue foi iniciado na Tailandia, no Centro de
Desenvolvimento de Vacinas, Instituto de Ciéncias e Tecnologia para o
Desenvolvimento Mahidol University. Vacinas candidatas com virus vivos
atenuados foram desenvolvidos com éxito, a uma escala laboratorial, para o
virus da dengue sorotipo-1 (cepa 16007, passagem 13 = LAV1), sorotipo-2
(cepa 16681, passagem 53), e sorotipo-4 (cepa 1036, passagem 48) em
células primarias de rim de cachorro (PDK), e para o sorotipo-3 (cepa 16562),
em células primarias de rim de macaco verde (PGMK) (passagem 30) e celulas
fetais de pulmao de macaco Rhesus (FRhL) (passagem 3). Essas vacinas
foram testadas como vacinas monovalente (sorotipo Unico), bivalente (dois
sorotipos), trivalente (trés sorotipos) e tetravalente (todos os quatro sorotipos)
em voluntarios tailandeses. Essas vacinas demonstraram ser seguras €
imunogénicas em criangas e adultos (Gubler, 1997). Estas cepas de LAV 1-4
foram descritas na patente EP 1.159.968, em nome de Mahidol University e
foram depositados perante a CNCM (CNCM 1-2480; CNCM 1-2481; CNCM |-
2482 e CNCM 1-2483, respectivamente).

A sequéncia completa da cepa do virus da dengue-1 vivo
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atenuado (LAV1), que foi criada por R. Kinney et al. (CDC, Fort Collins).

Diferencgas na seqiiéncia entre as cepas de origem DEN-1 cepa 16007 (SEQ ID

N° “2) e cepa LAV1 (SEQ ID N° 3) estao descritas na Tabela 1. Assim, a

comparacao genética do virus tipo selvagem cepa 16007 e da cepa LAV-1

demonstrou um conjunto de 14 mutagdes pontuais que podem estar ligados a

atenuacao da LAV1.

TABELA 1: DIFERENCAS NA SEQUENCIA DEN-1 16007 E DEN-1 16007/PDK13

(LAV1)
Coordenadas LAV1 (DEN-1 16007/PDK13) 16007
Gene-aa Posi¢ao Nt aa nt aa
E-130 Nt-1323 c Ala T Val
Nt-1541 A G
E-203 Lys Glu
Nt-1543 G A
E-204 Nt-1545 A Lys G Arg
E-211 Nt-1567 G Gin A Gin
E-225 Nt-1608 T Leu C Ser
E-477 Nt-2363 G Val A Met
NS1-92 Nt-2695 C Asp T Asp
NS1-121 Nt-2782 T Ala C Ala
NS3-182 Nt-5063 A Lys G Glu
NS3-510 Nt-6048 T Phe A Tyr
NS4A-144 Nt-6806 G Val A Met
| NS4B-168 Nt-7330 G Gin A Gin
NS5-624 Nt-9445 T Ser C Ser
Alteragbes de nucleotideos que modificam o cddon

correspondente sao indicadas em negrito.

A cepa LAV1, que foi inicialmente estabelecida em 1983 foi

rapidamente identificada

como

candidata

a

vacina

em potencial
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(Bhamarapravati e Yoksan, 1997).

Entretanto, nesse momento, a transmissdo ao homem da
encefalite espongiforme”através de culturas de mamiferos ndo foi encarado
como um risco e rotineiramente o virus foi mantido em células primarias de rim
de cachorro (PDK). Além disso, esta cepa LAV1 corresponde a uma populagao
heterogénea. Esta heterogeneidade representa um risco adicional devido a
uma potencial sele¢ao in vitro ou in vivo de uma das cepas presentes na
composi¢ao.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAO

Em face destas preocupagdes crescentes, o depositante decidiu
criar um processo de sanitizagdo, a fim de se livrar de tais riscos. Primeiro
transferindo a vacina com LAV1 das células PDK para células VERO e, em
seguida, transfectando células Vero com RNA gendmico purificado de LAV1,
seguida por duas etapas sucessivas de purificacao da placa de virus, o
depositante elaborou um novo virus sorotipo-1 derivado de Vero (VDV1).

Esta nova cepa VDV1, a qual tem sido, portanto, derivada pela
transferéncia para células VERO e clonagem biolégica, difere da cepa LAV
pela seqiiéncia, homogeneidade de tamanho na placa e sensibilidade a
temperatura, mas, sobretudo conserva algumas caracteristicas fenotipicas e
genotipicas do LAV1, como por exemplo, pontos de atenuagao, fenétipo de
pequenas placas, restrigdo de crescimento a alta temperatura, e foram
conservadas as caracteristicas imunogénicas das cepas LAV1. Estas
caracteristicas tornam esta nova cepa uma valiosa vacina candidata a
vacinagao profilatica em seres humanos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

DEFINICOES

"Virus da dengue" sdo virus de senso positivo, de RNA de fita

simples pertencente ao género Flavivirus da familia flaviridae. No caso da
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deng{ue,. sorotipo-1 (DEN-1) cepa 16007, a sequéncia completa tem o
comprimento de 10735 nucleotideos (SEQ ID N° 2). O genoma RNA contém
um 'Ca;; tipo-I no final 5'-, mas necessita de uma cauda poli(A) na extremidade
3'-. A organizacao dos genes € 5'- regiao nao codificadora (NCR), proteinas
estruturais ( (C), pré-membrana / membrana (prM/M), envelope (E)) e proteinas
nao estruturais (NS1-NS2A - NS2B - NS3 - NS4A - NS4B - NS5) e 3 'NCR. O
genoma RNA viral esta associada a proteina C pafa formar o nucleocapside
(de simetria icosaedral). Tal como acontece com outros flavivirus, o genoma
DEN viral codifica uma fase de leitura aberta (ORF) ininterrupta, que é
traduzido para uma unica poliproteina.

Passagens seriais de cepas virulentas (causadoras de doenca) de
dengue-1 resultam no isolamento do virus modificado que sao “vivos
atenuados", ou seja, infecciosos, ainda nao capazes de causar doenca. Estes
virus modificados sdo geralmente testados em macacos para avaliar a sua
atenuagdo. No entanto, seres humanos sao 0s Gnicos primatas que
apresentam sinais clinicos da doenga. Os virus que causam de moderado (ou
seja, aceitavel em termos de fins regulatérios como apresentam uma relagao
risco/beneficio positiva), a baixo ou nenhum efeito secundario (ou seja,
manifestagbes sistémicas e/ou anormalidades biolégicas e/ou reagbes locais)
na maioria dos seres humanos testados, mas que continuam a infectar e
induzir uma resposta imunologica, sdo chamados de "vivo atenuado”.

O termo "LAV" denota cepas virais vivas atenuadas da dengue.
No contexto da presente invengao "LAVs" sdo cepas de virus vivos atenuados
inicialmente derivados do virus da dengue sorotipo-1 (DEN-1) cepa 16007 por
passagens, por exemplo, 10, 11, 12 ou 13 passagens, em células primarias de
rim de cachorro (PDK). Por exemplo, "LAV1/PDK13" é a cepa atenuada
estabelecida apés 13 passagens da cepa 16007 em células PDK (também

chamado DEN-1 16007/PDK13). A seqiiéncia de nucleotideos LAV1/PDK13 é
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mostrada na SEQ ID N°3.

"VDV1" quer dizer uma LAV obtida pelo processo de sanitizagao
divu"l.gado no presente pedido. Uma VDV1 é, assim, um clone Biolégico
(homogéneo) do virus da dengue sorotipo-1 adaptado em células VERO capaz
de induzir uma resposta imune humoral incluindo neutralizagdo de anticorpos
em primatas especiaimente no ser humano. As cepas de VDV1 da presente
invengao podem ser facilmente reconstruidas iniciando diretamente a partir das
seqiiéncias de VDV1 aqui divulgadas. A indugcdo de uma resposta imune
humoral pode ser facilmente determinada por um teste de ELISA. A presenca
de anticorpos neutralizantes no soro de uma vacina é avaliada pelos testes de
neutralizagdo por redugéao de placa, conforme descrito na seg¢ao 4.1.2.2. Um
soro é considerado como positivo para a presencga de anticorpos neutralizantes
quando o grau de anticorpo neutralizante assim determinado €&, pelo menos,
superior ou igual a 1:10.

O termo "mutacgao” significa quaisquer mudancgas detectaveis de
material genético, por exemplo, DNA, RNA, cDNA, ou a qualquer processo,
mecanismo, ou resultado de tal mudanga. Mutagdes incluem substituigbes de
um ou mais nucleotideos. No contexto do atual pedido, mutagdes identificadas
na seqiiéncia genémica ou poliprotéica do virus da dengue-1 s&o designados
ao abrigo da nomenclatura de Dunnen e Antonarakis (2000). Conforme definido
por Dunnen e Antonarakis no nivel de acidos nucléicos, substituicbes sao
designadas por ">", por exemplo, "31 A>G" denota que uma A ¢ alterada para
uma G no nucleotideo 31 da sequéncia de referéncia.

As variagdes no nivel da proteina descrevem a conseqiiéncia da
mutagdo e sado apresentados como se segue. Cédons de parada sao
designados por X (ex: R97X denota uma mudanga de Arg96 a um cédon de
terminagéo). Substituigbes de aminoacido sdo designados por "S9G", o que

significa que uma Ser na posigéo 9 é substituida pela Gly.
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Virus DA DENGUE SOROTIPO-1 DERIVADAS DE VERO (VDV1)

A composicdo da vacina candidata LAV1 da dengue-1
anteriormente desenvolvida foi aperfeigoada por um processo de sanitizagao.

O virus da dengue sorotipo-1 derivadas de vero (VDV1) divulgada
no presente pedido utiliza o virus atenuado DEN-1 16007 por passagens em
série por células PDK. O VDV1 contém toda a seqiiéncia genémica dos virus
vivos atenuados DEN-1, e produzem os mesmos sitios que foram ligados a
atenuagdo como a cepa original LAV1, que foram testadas em seres humanos.

A sanitizacdo da vacina candidata LAV1 foi feita através da
remocdo de proteinas e introduzindo apenas o material viral gendmico
purificado nas células Vero. Mais especificamente, a sanitizagao da cepa foi
realizada em 2 etapas:

1) Amplificagdo do DEN16007/PDK11 (LAV1/PDK11) em celulas
Vero, a 32 °C. ,

2) Purificagao e transfecgao de RNA viral nas células Vero.

A etapa 1, foi realizada por uma passagem de LAV1/PDK11 em
células Vero. Para esse propdsito, células Vero foram infectadas com
LAV1/PDK11 a uma multiplicidade da infecgao de 0,01 e incubadas a 32 °C
durante 5 dias.

Para a etapa 2, vantagem foi levada em conta pelo fato de que o
genoma viral € um RNA infeccioso, o que significa que ele € capaz, quando
introduzida em uma célula, de reconstituir um virus infeccioso completo. A
segunda etapa de purificagdo e transfecgdo compreendiam assim as etapas
que consistem em:

a) extragdo e purificagdo de RNA viral de virus purificados da
placa;

b) associagdo vantajosa do RNA purificado com lipidios

catibnicos;
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c) transfecgao de célula Vero, em particular células Vero LS10;

d) recuperagao dos virus neo-sintetizados; e

e) purificacdo de uma cepa VDV por purificagédo de placas e,
opcionalmente, amplificagdo em células hospedeiras, especialmente células
Vero.

A tecnologia das células Vero é uma tecnologia bem conhecida,
que tem sido utilizada para diferentes produtos comerciais (vacinas injetaveis e
orais contra a poliomielite e contra raiva). Na presente invengéo células Vero
qualificadas foram vantajosamente utilizadas para garantir a auséncia de
quaisquer riscos potenciais ligados a presenga de agentes adventicios. Por
"células VERO qualificadas” se entende células ou linhagens celulares para o
qual as condigdes da cultura sdo conhecidas, e € tal, que as referidas células
sdo isentas de quaisquer agentes adventicios. Estes incluem, por exemplo:
células VERO LS10 da Sanofi Pasteur.

As cepas VDV assim isoladas sao classicamente armazenadas
quer sob a forma de uma composicéo congelada ou sob a forma de um produto
liofilizado. Para esse efeito, a VDV pode ser misturada com um diluente
classico, uma solugdo aquosa tamponada composta que compreende
compostos crioprotetores tal como, agticar, alcool e estabilizadores. O pH antes
do congelamento ou liofilizagéo é vantajosamente estabelecido entre 6 a 9, por
exemplo, em torno de 7, como um pH de 7,5 +/- 0,2 conforme determinado por
um’ pHmetro em RT. Antes da utilizagao, o produto liofilizado & misturado a um
solvente farmacéutico ou excipiente como um NaCl a 4% estéril para
reconstituir um composto liquido imunogénico ou vacina.

No seqilenciamento, a atenuagdo Loci especificas, dos virus
recuperados apds a transfecgdo, ndo revelou qualquer mutagado, em
comparacdo com a cepa LAV1/PDK13. Os virus VDV1 biologicamente

clonados exibem um fenétipo de placa homogénea e uma notavel estabilidade
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gené_tica_ no que diz respeito & sua cepa de origem LAV1 como esta pode ser
deduzida principalmente a partir da conservagao da atenuagao genotipica.

A cepa VDV1 foi seqiienciada e, em comparagdo com a cepa do
virus da dengue sorotipo-1 vivo atenuado (LAV1/PDK13) seqiéncia (SEQ ID
N° 3). Uma diferenga no conjunto de 3 nucleotideos foi encontrada no que diz
respeito a referéncia da sequéncia LAV1. Um deles é um aminoacido
silenciado (posi¢ao 2719). Os outros dois (posi¢oes 5962 e 7947) situam-se em
peptideos nao-estruturais codificando as seqiiéncias (NS3-481 e NS5-125,
respectivamente). Nenhuma destas diferengas corresponde a qualquer uma
das posicoes de atenuagao da LAV1.

A presente invengao fornece assim cepas do virus da dengue-1
vivos atenuados que foram obtidos a partir de virus DEN-1 16007 tipo
selvagem atenuados por passagens seriais em células PDK e, em seguida,
pela passagem e sanitizagdo em células VERO. Em particular, as cepas
atenuadas da presente invengdo compreendem, pelo menos, as mutagdes
identificadas de seqiéncia (ndo-silenciosa e opcionalmente silenciosa) em
relagdo a seqiiéncia nucleotidica ou seqiiéncia poliprotéica das cepas DEN-1
16007 tipo selvagem e LAV1/PDK13.

Conseqilentemente, a presente invengao esta relacionada a uma
cepa isolada de virus da dengue-1 vivo atenuado, que compreende, ou é
constituido por uma seqiiéncia da cepa LAV1/PDK13 (SEQ ID N° 3) onde pelo
menos nucleotideos nas posi¢ées 5962 e 7947, e, opcionalmente, 2719, estao
mutados, com a condicdo de que os seguintes nucleotideos nado estao
mutados: 1323, 1541, 1543, 1545, 1567, 1608, 2363, 2695, 2782, 5063, 6048,
6806, 7330, e 9445. De preferéncia, as mutagdes sao substituicdes. De
preferéncia, o nucleotideo na posi¢ao 5962 é A, o nucleotideo na posi¢ao 7947
é G. Ainda preferencialmente, a cepa isolada, de acordo com a presente

invengao contém seqiiéncia SEQ ID N° 3 que compreende as mutagdes 2719
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G>Al_,; 5962 C>A, e 7947 A>G.

Portanto, um virus da dengue-1 vivo atenuado, de acordo com a
preéenté invengao compreende a sequiéncia da cepa da dengue-1 16007 tipo
selvagem (SEQ ID N° 2) onde a dita seqiiéncia contém, pelo menos, as
mutacoes 1323 T>C, 1541 G> A, 1543 A> G, 1545 G> A, 1567 A> G, 1608 C>
T, 2363 A> G, 2695 T> C, 2782 C> T, 5063 G> A, 5962 C> A, 6048 A>T, 6806
A> G, 7330 A> G, 7947 A> G, e 9445 C> T. De preferéncia, uma cepa viva
atenuada, de acordo com a presente invengdo compreende adicionalmente a
mutagdo 2719 G> A por referéncia a seqiiéncia de nucleotideos da cepa 16007
tipo selvagem (SEQ ID N°2).

As cepas do virus da dengue-1 vivos atenuados, de acordo com a
presente invengdo abrange cepas variantes que compreende uma seqiéncia
SEQ ID N° 3 mutada nas posigbes 5962 e 7947, conforme acima definido, e
que ainda incluem a substituicdo de um ou mais nucleotideos em determinada
posicdo dos codons que resulta em qualquer alteragdo no aminoacido
codificado nesta posic¢éao.

Vantajosamente, as cepas do virus da dengue-1 vivos atenuados,
de acordo com a presente invengdo compreendem uma seqiéncia que se
diferencia por um nimero limitado de mutagtes, por exemplo: Nao mais que 95,
ainda preferencialmente nao superior a 2, a partir SEQ ID N° 1.

De preferéncia, a seqiiéncia genémica do virus da dengue-1, de
acordo com a presente invengéo consiste da sequiéncia de nucleotideo SEQ ID
Ne° 1.

A presente invengao refere-se também as cepas de virus da
dengue-1 vivo atenuado que podem ser obtidas a partir da cepa VDV1 da
sequéncia SEQ ID N° 1 por outras passagens em células, em particular em
células Vero.

A presente invengao também diz respeito a um acido nucléico
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isola__do_que compreende, ou é constituido pela seqiiéncia de DNA SEQ ID N° 1
ou sua seqiiéncia de RNA equivalente.

Uma "molécula de A&cido nucléico" refere-se ao fosfato éster

polimérico formado por ribonucleosideos (adenosina, guanosina, uridina ou

citidina; "moléculas RNA") ou deoxirribonucleosideos (deoxiadenosina,

deoxiguanosina, deoxitimidina, ou deoxicitidina; "moléculas DNA"), ou qualquer
fosfoéster analogo, tais como fosforotioatos e tioésteres, em ambos a forma de
fita simples, ou uma fita dupla-hélice.

Como utilizado na presente invengdo, por sequéncia RNA
"equivalente" a SEQ ID N° 1 se entende uma seqiiéncia SEQ ID N° 1 onde as
deoxitimidinas foram substituidas por uridinas. Como a SEQ ID N° 1 constitui a
seqliéncia cDNA VDV1, a sequéncia RNA equivalente corresponde assim a fita
RNA positiva do VDV1.

A presente invencao refere-se adicionalmente a poliproteinas da
sequéncia SEQ ID N° 41 e aos fragmentos desta. A SEQ ID N° 41 é a
seqiliéncia da poliproteina codificada pela SEQ ID N° 1.

Um "fragmento” de uma proteina de referéncia significa uma
seqiiéncia polipeptidica que compreende uma cadeia de aminoacidos
consecutivos na proteina de referéncia. Um fragmento pode ter o comprimento
de, pelo menos, 8, pelo menos 12, pelo menos 20, aminoacidos.

Os ditos fragmentos de poliproteinas da seqiiéncia SEQ ID N° 41
compreendem, pelo menos, uma lisina na posicdo 481 da proteina NS3
(posicao 1956 da SEQ ID N° 41), e/ou de uma arginina na posicao 125 da
proteina NS5 (posicdo 2618 da SEQ ID N°41).

Segundo um exemplo de realizagdo o fragmento da poliproteina
codificada pela SEQ ID N° 1 é ou compreende a proteina NS3 e/ou proteina
NS5.

COMPOSICOES IMUNOGENICAS E VACINAS
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A presente invengdo também diz respeito a uma composi¢ao
imunogénica, adequada para ser utilizada como uma vacina, que compreende
uma cepa VDV1, de acordo com a bresente invengao.

As composigdes imunogénicas, de acordo com a presente
invengado produzem uma resposta imune humoral em diregdo ao virus da
dengue compreendendo a neutralizagao de anticorpos.

Preferivelmente, a composi¢do imunogénica & uma vacina.

De acordo com um exemplo de realizagdo, a composigao
imunogénica € uma composi¢do monovalente, ou seja, produz uma resposta
imunoldgica e/ou confere protegdo apenas contra o virus da dengue-1.

De acordo com outro exemplo de realizagao, a presente invengao
relaciona-se com uma composigdo imunogénica multivalente para dengue. Tal
composicdo imunogénica ou vacina multivalente podem ser obtidas pela
combinagdo de vacinas para dengue monovalentes individuais. A vacina ou
composi¢ao imunogénica pode ainda incluir, pelo menos, um virus da dengue
vivo atenuado de outro sorotipo. Em particular, a vacina imunogénica ou
composicdo pode incluir um VDV1 de acordo com a presente invengdo em
combinagdo com, pelo menos, um virus da dengue vivo atenuado selecionado
do grupb constituido pelo sorotipo-2, sorotipo-3, e sorotipo-4.

Preferivelmente, a composi¢cdo imunogénica ou vacina pode ser
uma composi¢édo de vacina tetravalente da dengue, ou seja, a composigao de
uma vacina que inclui um VDV1 de acordo com a presente invengdo em
combinacdo com uma cepa de virus da dengue-2 vivo atenuado, uma cepa de
virus da dengue-3 vivo atenuado e uma cepa de virus da dengue-4 vivo
atenuado.

Cepas de virus vivos atenuados da dengue-2, dengue-3, dengue-
4 foram descritas anteriormente. Pode ser feita referéncia as vacinas vivas

atenuadas, que foram desenvolvidos na Mahidol University pela passagem dos
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virus da dengue sorotipo-2 (cepa 16681, passagem 53; LAV2), e sorotipo-4
(cepa 1036, passagem 48, LAV4) em células primarias de rim de cachorro
(PDK), e para o sorotipo-3 (cepa 16562), em células brimérias de rim de
macaco verde (PGMK) (passagem 30) e células de pulmé&o fetal de Rhesus
(FRhL) (passagem 3) (LAV3). As sequéncias nucleotidicas da LAV2 (SEQ ID
N° 42), LAV3 (SEQ ID N°43), e LAV4 (SEQ ID N° 44) estdo demonstradas na
lista de seqiiéncia anexa.

Vantajosamente, uma cepa de virus da dengue-2 vivo atenuado
pode corresponder a uma cepa VDV2, que foi obtida a partir da cepa LAV2
desenvolvida pela Mahidol por um processo de sanitizagdo em células Vero.
Em especial, uma cepa de virus da dengue-2 viva atenuada (VDV2) pode
compreender, e vantajosamente consistir da seqiiéncia SEQ ID N° 40.

Composigées imunogénicas incluindo vacinas podem ser
preparadas como injetaveis que podem corresponder a solugbes liquidas,
emulsdes ou suspensdes. Os ingredientes imunogénicos ativos podem ser
misturados com excipientes farmaceuticamente aceitaveis que sao compativeis
com estes.

As composi¢gdes imunogénicas ou vacinas, de acordo com a
presente invengdo podem ser preparadas utilizando qualquer método
convencional conhecido pelo técnico no assunto. Convencionalmente os
antigenos, de acordo com a presente invengao sao misturados com um
solvente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel, como a agua ou solugao
salina tamponada com fosfato, agentes umidificantes, material de enchimento,
emulsificantes estabilizadores. O excipiente ou diluente seréo selecionados em
funcso da forma farmacéutica escothida, do método e da via de administragéo
e também da pratica farmacéutica. Excipientes ou diluentes adequados e
também as exigéncias em termos de formulagdes farmacéuticas, estao

descritas em Remington's Pharmaceutical Sciences, que representa um livro de
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refer{anc;ia neste dominio.

Preferenciaimente, a composicdo imunogénica ou vacina
corresponde a uma composigdo injetavel que inclui uma solugdo aquosa
tamponada para manter, por exemplo, o pH (conforme determinado pelo RT
com um pHmetro) entre 6 a 9.

A composicdo, de acordo com a presente invengdo pode
adicionalmente conter um adjuvante, ou seja, uma substancia que melhora, ou
aumenta, a resposta imune produzida pela cepa VDV1. Qualquer adjuvante ou
mistura de adjuvantes farmaceuticamente aceitavel convencionalmente
utilizado no campo das vacinas humanas podem ser utilizadas para esta
finalidade.

As composigdes imunogénicas ou vacinas, de acordo com a
presente invengdo podem ser administradas por qualquer via convencional
normalmente utilizada no campo das vacinas humanas, tais como a via
parenteral (por exemplo, via intradérmica, subcutanea, intramuscular) no
contexto da presente invengdo as composigdes imunogénicas ou vacinas sao
composicdes de preferéncia injetaveis administradas por via subcutanea na
regiao deltéide.

METODO DE IMUNIZACAO

A presente invengédo fornece ainda um método de imunizar um
hospedeiro em tal necessidade contra a infecgao pelo virus dengue que
compreende a administragdo ao hospedeiro de uma quantidade imunoefetiva
de uma composigdo imunogénica ou vacina, de acordo com a presente
invengao.

Um "hospedeiro com tal necessidade” denota uma pessoa em
situagéo de risco de infecgdo por dengue, ou seja, pessoas que viajam para
regides onde a infecgdo pelo virus da dengue esta presente, e também dos

habitantes destas regides.
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, A via de administracdo & qualquer via convencional utilizada no
campo da vacinagdo. A escolha da via administragao depende da formulagao
que’ é selecionada. De preferéncia, a composicdo imunogénica ou vacina
corresponde a uma composi¢ao injetavel édministrada por via subcutanea,
vantajosamente na regiao deltéide.

A quantidade de LAV ou VDV em particular VDV1 nas
composigdes imunogénicas ou vacinas podem ser convenientemente
expressas em unidade virais formadoras de placas (PFU) ou unidade de doses
infectantes de cultura celular 50% (CCIDso) e preparadas utilizando técnicas
farmacéuticas convencionais. Por exemplo, a composigdo, de acordo com a
presente invengdo pode ser preparada na forma de dosagem contendo 10 a
10% CCIDsp, ou de 10% a 10° CCIDsy de LAV ou VDV, por exemplo 4 £ 0,5 logso
CCIDs; de cepa VDV1 de uma composigdo monovalente. Quando a
composi¢ao é multivalente, para reduzir a possibilidade de interferéncia viral e,
assim, de conseguir um equilibrio na resposta imune (ou seja, uma resposta
imunolégica contra todos os sorotipos contidos na composigao), as
quantidades de cada uma dos diferentes sorotipos de dengue presente nas
vacinas administradas podem nao ser iguais.

Uma "quantidade imunoefetiva” € uma quantidade que € capaz de
induzir uma resposta imune humoral compreendendo anticorpos neutralizantes
no soro de uma vacina, como avaliado pelo teste de neutralizagdo com redugao
em placa, conforme descrito na seg¢éo 4.1.2.2; um soro é considerado como
positivos para a presenga de anticorpos neutralizante quando o titulo do
anticorpo neutralizante assim determinado € pelo menos, superior ou igual a
1:10. |

O volume de administragdo pode variar, dependendo da via de
administracdo. Injegées subcutaneas podem variar em termos de volume de

cerca de 0,1 ml a 1,0 ml, de preferéncia 0,5 ml.
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) O tempo étimo para a administragdo da composigcdo é cerca de
um a trés meses antes da primeira exposi¢ao ao virus da dengue. As vacinas
da ﬁresénte invencdo podem ser administradas como agentes profilaticos em
adultos ou criangas com risco de infeccdo por dengue. A populagao
direcionada abrange pessoas que sdo nativas bem como as nao-nativas com
relagdo ao virus da dengue. As vacinas da presente invengdo podem ser
administradas em dose Unica ou, opcionalmente, a administragdo pode
envolver o uso de uma dose primaria seguida de uma dose de reforgo que é
édministrada, por exemplo, de 2-6 meses mais tarde, conforme determinado
como apropriado pelo técnico no assunto.

A presente invengao podera ser adicionalmente descrita tendo em

vista as seguintes figuras e exemplos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 é um resumo da histéria da semente pré-mae (‘pre-
master seed”) do VDV1.

A Figura 2 é um fluxograma que resume o processo de produgao
desenvolvido que da origem ao Produto Completo (monovalente), dose "pronta
para o uso".

A Figura 3 é uma representagao diagramatica do mapa gendmico
do VDV1. A seta acima representa a codificagéo da sequiéncia poliprotéica. As
setas abaixo representam a sequéncia codificadora de peptideos maduros. As
barras verticais simbolizam as variagbes nucleotidicas entre as cepas da
dengue-1 tipo selvagem 16007 e a cepa LAV1. Os asteriscos designam as
variagdes nucleotidicas entre LAV1 e VDV1.

A Figura 4 mostra a analise do tamanho da placa ap6s 7 dias de
incubacdo a 37 °C para o virus da dengue-1 LAV1, VDV1, e cepa 16007.

A Figura 5 é uma analise grafica que mostra o tamanho da

distribuigdo na placa para o virus da dengue-1 LAV1, VDV1, e cepa 16007.
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A Figura 6 &€ um resumo do desenho experimental para a
avaliagdo da seguranga do VDV1 monovalente, em adultos saudaveis sem
preéedéntes de tratamento para flavivirus (flavivirus-naive).

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: SANITIZAGAO

1.1 PURIFICACAO DE RNA VIRAL

Foi inicialmente planejado realizar a sanitizagdo da LAV1 pela
purificacdo e transfeccdo do RNA viral diretamente extraida de uma das
sementes das cepas da vacina, DEN-16007/PDK10 ou DEN-16007/PDK11
(produzidos pela Sanofi Pasteur. Titulo: 4,60 logTCIDso/ml) . Foram realizados
dessa maneira oito ensaios sem sucesso, com quantidades de RNA variando
de 10° a 10’ copias. Em seguida, decidiu-se realizar uma passagem de
adaptagao em células Vero, antes da extragao e transfecgao do RNA.

Células Vero (VERO LS10 p142 to145) foram infectadas com uma
amostra da semente mae (“‘master seed’) DEN-1/PDK11, em uma
multiplicidade da infecgao de 0,01, e incubada a 32 °C durante 5 dias. O meio
de cultura foi entdo substituido por meio de infecgao (contendo 10mM MgSO.).
Efeitos citopaticos claros foram visiveis no dia seguinte, e a presenca de RNA
viral no sobrenadante da cultura foi confirmada por RT-PCR. O meio de cultura
foi recolhido ao dia 8 pos-infecgdo, diluido em um volume equivalente de uma
solugdo aquosa tamponada contendo agentes crioprotetores (pH= 7,5) e
mantidos congelados a -70 °C até serem utilizados. Este virus amplificado em
Vero foi denominado DEN-1/V100. Seu titulo infeccioso foi determinado em
células Vero e foi de 6,9 logTCIDso/ml.

O processo de purificagao e transfecgdo de RNA foi realizado da
seguinte forma. Uma suspensdo de DEN-1 V100 foi diluida, a fim de conter,
pelo menos, 3 x 10% e até 3 x 107 TCIDso ou PFU de virus por mililitro. Uma

unidade de benzonase diluida em 0,01 mi de meio de William foi adicionada em
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0,5mlde virus, a fim de digerir moléculas de DNA ou RNA de origem celular, e
a solugdo foi incubada durante 2 horas a 4 °C em um agitador. No final da
etapa de incubacéo, 0,65 ml de tampao desnaturante contendo cloreto de
guanidina, detergente (SDS), e B mercaptoetanol (tampao RTL- B
mercaptoetanol, fornecidos no kit RNeasy Mini Kit, Qiagen Ref. 74104), foram
adicionados e proteinas foram extraida uma vez com fenol/cloroformio (1/1)
vol/vol e uma vez com cloroférmio vol/vol, seguido por centrifugagao por 5
minutos a 14000 rpm, & temperatura ambiente. Apds cada extragao, a fase
aquosa foi coletada, tendo o cuidado de nao coletar materiais (precipitado
branco), na interface, e transferidos para um tubo de Eppendorf de 1 mi limpo.
A solugdo de RNA foi entao aplicada em uma coluna QlAgen seguindo as
recomendagées do fabricante (RNeasy minikit, QlAgen), a fim de eliminar
vestigios de solvente, e eluido em 0,06 ml de agua livre de nuclease. A
presenga de RNA viral foi confirmada por RT-PCR quantitativo, utilizando uma
curva padrao estabelecido com quantidades conhecidas do virus em TCIDso/ml.

1.2 TRANSFECCAO DE CELULAS VERO CoM RNA PURIFICADO

A transfeccdo foi realizada utilizando lipofectamina (Reagente
LF2000, Life Technologies), uma mistura de lipidios catiénicos que associamos
ao RNA através de interagbes de carga e permitindd a transferéncia de
complexos no citoplasma das células pela fusdo com a membrana celular. A
quantidade étima de reagente LF2000 foi determinada em uma experiéncia
preliminar pela incubagéo de células Vero, plaqueadas 16 a 24 horas antes (0,3
- 0,5 x 10° células por pogo em um placa de 6 pogos), com doses crescentes (5
a 20 pL) de lipofectamina. As células foram entao incubadas por 4 a 5 horas a
32 °C, 5% CO,, antes de substituir o meio por meio de cultura fresco, sem
FCS, e a incubagao continuou overnight a 32 °C. A toxicidade (células
redondas, refringéncia ou células flutuantes, homogeneidade das celulas em

monocamada) foi verificada regularmente durante 48 horas, sob um
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microscopio invertido. A dose mais elevada de lipofectamina que néao foi toxica
nestas condigbes foi de 10 pL e foi escolhida para a transfecgao de RNA.

| Quatro trénsfecg;()es foram realizadas em paralelo, utilizando 1/10
da preparagao do RNA purificado (o que corresponde a cerca de 4 x 10°
TCIDsp). Foram diluidos doze microlitros da solugao de RNA em 500 pL de
meio OptiMEM (GIBCO) contendo 10 uL de reagente LF2000 (uma mistura de
lipidios catiénicos que associado ao RNA através interagbes de cargas e
permitem a transferéncia de complexos no citoplasma das células por fuséao
com a membrana celular). 200 ng de levedura tRNA foram adicionados como
transportadora em 2 das 4 reagoes.

Foi permifido que as 4 misturas de transfecgbes se precipitassem
durante 10 minutos a temperatura ambiente antes da adicdo a 6 pogos em
placas confluentes de células Vero. Apds 4 horas de incubagéo a 32 °C, a
mistura de transfecgdes foi removida e as células foram lavadas uma vez em
PBS. Trés mililitros de meio pos-transfecgao (Williams, GIBCO) foram
adicionados, e a incubacgéo foi mantida durante 5 dias a 32 °C. O meio de
cultura foi entao substituido por 3 ml de meio de infecgdo da dengue (Williams
complementada com 10 mM MgSO,).

Os efeitos citotéxicos moderados foram observados 24 horas
apés a transfecgao e desapareceram no dia 3. Efeitos citopaticos tipicos
(células redondas, células refringentes) foram detectados cerca de 6 a 8 dias
ap6s a transfecgdo em todos os ensaios de transfecgéo. A liberagao do virus
no sobrenadante dessas células foi confirmada por qRT - PCR. Os fluidos das
culturas (3 ml) foram coletadas no dia 6 e no dia 8 apés a transfecgao, e
agregadas. Os virus foram diluidos em 6 ml de uma solugdo aquosa
tamponada contendo agentes crioprotetores (pH = 7,5) e congelada até nova
amplificagao.

As quatro solugdes virais obtidas apés a transfecgdo foram
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nomeadas de TV (para transfecgdes em células Vero) 100, TV200, TV300,
TV400, e exibiram titulos de infecgao semelhantes (vide abaixo):
" TV100: 6.95 log TCIDso |

TV200: 6.80 log TCIDso

TV300: 6.80 log TCIDs

TV400: 6.85 log TCIDs

De nota, a eficiéncia da transfeccdo ndo estava aumentada
significativamente nas amostras transfectadas na presenca do tRNA (TV300 e
TV400).

1.3 CARACTERIZAGAO DOS ViRUS RECUPERADOS APOS A TRANSFECCAO

O tamanho das placas de DEN1-V100 e TV100 a 400 foram
determinados. Resumidamente, células Vero foram plaqueadas na cultura a
uma densidade de 1.000.000 células/cm?, contendo 4% de FBS. Apds a
incubagdo overnight, o meio foi removido e as células foram infectadas com
diluicdes seriais duplicadas e quintuplicadas do virus. Apos 1,5 horas a 37 °C,
5% CO,, o indculo foi removido e as células foram incubadas a 37 °C 5% CO
em meio minimo de Eagie (MEM), contendo 1,26% de metilcelulose e 10% de
FBS. Apds 11 dias de incubagao, as placas foram fixadas por 20 minutos em
acetona a -20 °C e revelada por imuno-coloragdo com um mAb especifico para
flavivirus, diluido em 2,5 pg/ml. Placas virais foram mensuradas utilizando um
software de analise de imagem (Saisam / Microvision).

Como controle, virus DEN-1 16007 e LAV1 foram plaqueados em
paralelo. Os dados sa@o demonstrados na Tabela 1.

TABELA 1: TAMANHO DAs PLAcAs Do DEN-1 16007, LAV1,V100 (ANTES DA

TRANSFECCAO) E TVXO00 (APOS A TRANSFECCAO).
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“ Fendétipo
Etapa Virus
Placa Grande Placa Pequena
DEN1 16007 (wt) 42 0
Semente mae/PDK11  MS-16007/PDK11 0 91

Semente de trabalho

(“working WS LST-22 0 84
seed”)/PDK12
Semente em massa
D1-0010R1 0 188
(“bulk seed”)/PDK13 :
Amplificagdo de VERO V100 0 90
TV100 0 115
TV200 1 90
Virus Transfectados
TV300 0 92
TV400 0 107

O virus V100, amplificado em células Vero, exibe um fendtipo em
placa pequena homogénea (SP). Placas sdo um pouco maiores do que
observado nas diferentes amostras de LAV1 (2-3 mm de diametro, em vez de
<2 milimetros). Este fenétipo SP é mantido nos virus recuperados apos a
transfecgdes. Uma placa grande (LP), entre 90 virus plaqueados, foi detectada
na amostra TV200. No entanto, esta proporgao deslocou de 10 LP para 82 SP
plaqueadas apés apenas uma passagem de amplificagdo em células VERO
sugerindo que a populagao LP era dominante.

De nota, o sequenciamento de posicoes de atenUagéo
importantes realizado em paralelo nao revelou qualquer mutagdo no virus
transfectado, em comparagédo com o LAV1.

1.4 PURIFICACOES DE PLACAS

A amostra do virus DEN-1/TV100, apresentando um fenétipo SP
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homggeneo foi escolhido'para a purificagao da placa. Resumidamente, células
Vero foram plaqueadas em placas de 6 pogos e infectadas com o virus em
diluitdes seriadas, a fim de obter entre 1 e 20 placas por placas (de cultura).
Apds 1,5 horas a 37 °C 5% CO,, o inoculo foi removido e as células foram
incubadas em 3 m! de meio so6lido composto de MEM - 10% FCS pré-aquecido
a 42 °C e misturado extemporaneamente com 2% de agarose derreﬁda
equilibrada a 42 °C. Foi permitido que o meio solidifica-se a temperatura
ambiente durante 30 minutos; sob a capela de fluxo, e as placas foram
incubadas em posigdo invertida por 10 dias a 32 °C - 5% CO,. A segunda
camada do mesmo meio suplementado com 0,01% de vermelho neutro foi em
seguida, adicionada e placas foram incubadas por mais uma noite a 32 °C.
Quatro pogos isolado de placas pequenas foram colhidos sob condigoes
estéreis usando uma micropipeta equipada com uma ponteira de 0,1 mi, e
transferidas para tubos estéreis contendo 0,2 ml de MEM - 4% FCS. A
suspensao foi homogeneizada em um vortex, diluida serialmente no mesmo
meio, e utilizada imediatamente para infectar 6 pogos em placas de células
Vero. O protocolo foi repetido e uma segunda coleta de seis SP foi realizada.
Cada placa foi coletada e diluida em 1 ml de meio, antes da amplificagao em
células Vero, em frascos T25 cm?. O meio de cultura foi colhido no dia 6 apds a
infecgdo, diluido com o mesmo volume de uma solugdo aquosa tamponada
contendo agente crioprotetor (pH 7,5) e congelados a -70 °C. Todas estas
etapas foram realizadas a 32 °C.

Virus de placas purificadas foram denominados de DEN-1/TV111,
DEN-1/TV112, DEN-1/TV121, DEN-1/TV131, DNE-1/TV132 e DEN-1/TV141,
respectivamente. O titulos de infecgado foram determinados em células Vero
(vide abaixo):

TV111 = 6,85 LogCClIDso/ml TV112 = 6,80 LogCCIDso/ml

TV121 = 6,80 LogCClIDso/ml TV131 = 6,70 LogCCIDso/mi
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TV132 = 6,45 LogCCIDso/mi TV141 = 5,70 LogCCIDso/mi
Uma segunda amplificagao em células Vero foi realizada por trés
clonagens: TV111, TV112, TV121.
1.5 CARACTERIZAGAO DO ViRUS CLONADO
Placas de tamanho DEN-1/TV111, DEN-1/TV112, DEN-1/TV121,
DEN-1/TV131, DEN-1 TV132 e DEN-1/TV141 candidatas foram determinados.

Os seqilenciamentos do loci especifico da atenuagdo também foram realizados
e nao revelaram qualquer mutagao (Tabela 2).
TABELA 2: SEQUENCIAMENTO DE LocAls ESPECiFICOs DE ATENUACAO Dos ViRUs

DEN-1

E NS1 NS3 NS4A NS4B NS5

Etapa/Célula Virus 1323 154115431545 1567 1608 2363 2695 2782 5063 6048 6806 7330 9445

N&o atenuado DEN-1

/PGMK 16007

DEN-1

Vacina/PDK 16007PD C A G A G T G C T A T G G T

K-13

V111 cC A G A G T G C T A T G G T

Tvii2 ¢ A G A G T G C T AT G G T

22 purificagao

Vit ¢ A G A G T 6 €C T A T G G T

da placa
TV131 cC A G A G T G C T A T G G T

NERO
Tvi32 ¢ A G A G T G C T AT G G T

Tvi&t ¢ A G A G T 66 € T A T G G T
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E NS1 NS3 NS4A NS4B NS5

Ftapa/Célula  Virus 1323 154115431545 1567 1608 2363 2695 2782 5063 6048 6806 7330 9445

Semente pré-  VDV1
C A G A G T G C T A T G G T
m3e/VERO (VERO-6)

A posicao dos nucleotideos esta indicada abaixo de cada gene e referida da
cepa DEN-1 16007 SEQ ID N° 2.

Na auséncia de qualquer outro critério capaz de diferenciar entre
estes clones, o TV121 foi arbitrariamente escolhido como “pré-méae” para
VDV1.

Em conclusdo, um numero total de 6 passagens em células
VERO foram realizadas para adaptar e clonar as primeiras cepas DEN-1
16007/PDK11 atenuadas. O RNA viral foi purificado e transfectado em células
VERO qualificadas, em condigées montagem, com uma aplicagéo industrial
(controle ambiental, rastreabilidade das matérias primas e experimentos,
certificado de analise para produtos derivados de animais). A cepa VERO
adaptada foi clonada por purificagdo em placa para gerar semente pré-mae da
vacina VDV1 candidata, na passagem numero 6 em células VERO.

Contrariamente ao LAV1, o VDV1 apresenta um fenétipo do
tamanho de placa pequena homogénea. Além disso, nao foi identificada
nenhuma mutacdo nas posigdes especificas de atenuagdo. Outras
caracterizagbes foram realizadas, em seguida, pela determinagao em larga
escala da sequéncia completa e de testes fenotipicos de VDV1.

EXEMPLO 2

SEQUENCIAMENTO

A sequéncia completa do virus foi gerada, de acordo com a

seguinte estratégia. Partindo de uma amostra contendo VDV1, o RNA
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gendémico foi extraido e purificado, e foi realizada transcrigcao reversa em
cDNA. Entao todas as amplificagées de PCR sobrepostas foram realizadas
a pértiF do cDNA, com a adicdo de marcadores de sequenciamento em
ambas as extremidades de cada produto de PCR. Todas as seqiiéncias
individuais foram geradas e analisadas em aparelhos automatizados. A
etapa seguinte consistiu da reconstrugdo do genoma por varios
alinhamentos de todas as sequéncias individuais. Neste ponto, cada
modificacdo inesperada no nucleotideo, em relagdo a sequéncia de
referéncia, foi cuidadosamente re-analisada voltando aos dados brutos. Tal
modificagao foi sistematicamente confirmada por outra seqiienciamento
realizado a partir de um novo produto de PCR. Depois que todas as
ambigtidades foram resolvidos, o seqienciamento do genoma viral foi
concluido, assim como a nova molécula foi criada em um vetor de banco
de dados NTi. Este pode ser utilizado para uma analise entre genomas, por
multiplos alinhamento de seqiéncias.

2.1 MATERIAIS

2.1.1 ViRus
Os virus aos‘quais estao aqui mencionados sdao DEN-1 16007;
LAV-1/PDK13; VDV1, as sequéncias das quais sdo dadas na lista de
seqiiéncia anexa. O texto completo da seqiiéncia gendmica destes virus é de
10735 nucleotideos de comprimento.

2.1.2 PRIMERS

Todos os primers foram projetados no “Seqweb bioinformatics
package” (Accelrys), modulo de desenho de primers (Tabela 3).

TABELA 3: LisTA DO RT-PCT E PRIMERS DE SEQUENCIAMENTO

Nome Seqiléncia de Primers Nt Nt Comprimento { Comprimento | Superposicdo

Inicial | Final do Primer do RT-PCR
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Nome J *© Seqtiiéncia de Primers Nt Nt Comprimento { Comprimento | Superposi¢ao
Inicial | Final do Primer do RT-PCR
D101 GTTTTCCCAGTCACGACtacgtggaccgacaagaacag 12 32 38 897 -32
+ (SEQ ID N°4)
D101 AACAGCTATGACCATGggatggagttaccagcatcag 928 908 37
- (SEQ ID N°5) 201
D102 GTTTTCCCAGTCACGACtgaacaccgacgagacaaac 688 707 37
+ (SEQ D N°6) 892
D102 AACAGCTATGACCATGaggtccaaggcagtagtaag 1598 1579 36
- (SEQID N°7) 173
D103 GTTTTCCCAGTCACGACttggaaatgagaccacagaac 1386 1406 38
+ (SEQID N°8) 885
D103 AACAGCTATGACCATGgaaacaccgctgaacaaaac 2289 2270 36
- (SEQ ID N°9) 146
D104 GTTTTCCCAGTCACGACggtticaagaagggaagcag 2106 2124 36
+ (SEQ ID N°10) 903
D104 | AACAGCTATGACCATGttctatccagtacceeatgte (SEQ | 3028 3008 37
- ID N°11) 183
D105 ] GTTTTCCCAGTCACGACcagaataccaccitcatcateg 2804 2825 39
+ (SEQ ID N°12) 868
D105 | AACAGCTATGACCATGttcccatccecatcttgtc (SEQ ID | 3689 3671 35
- N°13) 232
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Nome Seqliéncia de Primers Nt Nt Comprimento | Comprimento | Superposicao
. Inicial | Final do Primer do RT-PCR

D106 | GTTTTCCCAGTCACGACggaaatcagaccagtcaaggag | 3418 3439 39

+ (SEQ ID N° 14) 913
D106 AACAGCTATGACCATGtgttgtgtgaggcaccagag 4349 4330 36

- (SEQ ID N°15) 233
D107 GTTTTCCCAGTCACGACgcaaaccactaaccatgtitc 4077 4097 38

+ (SEQ 1D N° 16) 901
D107 | AACAGCTATGACCATGccacttgttgtcaccacte (SEQ 4995 | 4977 35

- ID N°17) 259
D108 GTTTTCCCAGTCACGACccaagggaagagactggaac 4699 4718 37

+ (SEQ ID N° 18) 908
D108 | AACAGCTATGACCATGtcctgatttgatgcttggaac (SEQ 5626 5606 37

- 1D N°19) 210
D103 GTTTTCCCAGTCACGACaagcacattitaccgatccag 5376 5396 38

+ (SEQ 1D N°20) 900
D109 AACAGCTATGACCATGgtcgtagtttctttctttctecttc 6299 6275 41

- (SEQ 1D N°21) 182
D110 GTTTTCCCAGTCACGACgcaatagacggggaatacag 6074 6093 37

+ (SEQ ID N°22) 809
D110 | AACAGCTATGACCATGatgatggtggttttcagcag (SEQ 6901 6882 36

- ID N°23) 138
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Nome | . Seqiiéncia de Primers Nt Nt Comprimento | Comprimento | Superposigdo
Inicial | Final do Primer N do RT-PCR

Dt 11 GTTTTCCCAGTCACGACGgtgttgcttaticcagagee 6725 6744 37

+ (SEQ ID N°24) 877
D111 AACAGCTATGACCATchtgtct.tttccatmtctcc (SEQ 7622 7601 38

- ID N° 25) 228
D112 GTTTTCCCAGTCACGACactttgcacatcacagatcc 7354 7373 37

+ (SEQ ID N° 26) 821
D112 AACAGCTATGACCATGttcgcactagcattectee (SEQ 8192 8174 35

- ID N°27) 175
D113 GTTTTCCCAGTCACGACcacctgagaaatgtgacacc 7980 7999 37

+ (SEQ 1D N°28) 907
D113 | AACAGCTATGACCATGtttccttgtitatgaagetcce (SEQ 8907 8886 38

- 1D N°29) 207
D114 GTTTTCCCAGTCACGACcaaaagcgaaacgaggcac 8661 8679 36

+ (SEQ ID N° 30) 894
D114 AACAGCTATGACCATthttcaccacacagtcatcl:tcc 9575 9554 38

- (SEQ ID N°31) 221
D115 GTTTTCCCAGTCACGACagaccagcgaaaaatggaac 9314 9333 37

+ (SEQ ID N°32) 865
D115 AACAGCTATGACCATGtcccaatgagccﬁctcac (SEQ 10196 | 10178 35

ID N°33) 262
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Nome | = Seqiiéncia de Primers Nt Nt Comprimento | Comprimento | Superposi¢do
Inicial | Final do Primer do RT-PCR
D116 GTTTTCCCAGTCACGACgctaatgctatctgttcagee 9896 9916 38
+ (SEQ 1D N°34)
D116 | AACAGCTATGACCATGtgattcaacagcaccattcc (SEQ | 10726 | 10707 36
ID N°35) 812

D1 Ccatggaagctgtacge (SEQ ID N° 36) 10480 | 10496 17 -28
16i +

D1 gagacagcaggatctctgg (SEQ 1D N° 37) 10671 | 10652 19

16i -

2.2 METODOS

2.2.1 PURIFICAGAO DO RNA VIRAL

A partir de experiénéias anteriores, um minimo de 1000 DICCsg é
necessario para obter uma reagido de RT-PCR positiva nas proximas etapas.
Isto significa que um titulo minimo de 10* DICCso/mL de virus & necessario. O
RNA gendmico viral foi purificado utilizando o kit QlAamp viral RNA mini
(Qiagen), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Resumidamente,
um volume de 140 pL de uma amostra viral bruta foi incubada na presenca de
uma solugao de lise, e carregados em um kit de coluna. Ap6s a etapa de lavagem,
o RNA viral foi purificado e eluidos em 60 pL de &gua esteril livre de nuclease
contendo 1 pL de inibidor de RNAse (40 unidades) (RNAse Out, Sigma).

2.2.2 TRANSCRICAO REVERSA

O RNA viral foi reversamente transcrito em cDNA por uma
transcriptase reversa (reverse iT) da ABGene. Novamente, foram aplicadas
condicdes padrdo de uso, utilizando 10 pL de RNA purificado, em uma volume

final de reagao de 20 pL. A reago foi iniciada por hibridizagéo sem os primers.
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Umar reacao de RT foi realizada por PCR (Tabela 1). A sintese de cDNA foi
obtida pela incubagéo de 45 minutos a 47 °C.
) 2.2.3PCR

Todas as reagbes de PCR foram realizadas com o sistema

Expand High Fidelity PCR (Roche Diagnostics), utilizando todos os 16 pares de

primers (+) e (-) da Tabela 1. As condigées de PCR foram as seguintes:

RT 2pl Programa de PCR
Tampéo 10x 2.5ul Desnaturagao 94°C 2 min
dNTP mix

2ul Desnaturacao 94°C 15 seg

(10mM) ,

40
Primers 0.8pl cada Hibridizagao 55°C 30 seg
ciclos

H,O 16.4pl Extensao 68°C 1 min
Enzima 0.5pl Extensao 68°C 5 min

Todos os produtos do PCR foram controlados pela eletroforese em gel de
agarose.

2.2.4 SEQUENCIAMENTO

A maior parte das reagdes de seqiienciamento foi terceirizada
pela Genome Express. As extremidades gendmicas, ambigliidades, alguns
cruzamentos inter-PCR, e regides nao seqienciadas pela Genome Express,
por razdes técnicas, foram realizados “in-house”.

Sequenciamento da Genome Express: Os produtos de PCR foram
enviados a +4 °C, e os resultados do seqliienciamento foram recebidos como
arquivos de seqiiéncias informatizadas. O arquivo texto, cromatogramas de
qualidade e arquivos estdo disponiveis para cada seqiiéncia. Apos o
alinhamento da seqiiéncia, todas as discrepancias foram verificadas no

cromatograma, e corrigidas se fossem identificados erros no método de calculo
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da seqiléncia.

Seqiienciamento realizado internamente “in-house™ As reagbes

de ’seauenciamento foram realizadas no termociclador PTC-200 (MJ

Research), com o kit Sequitherm Excel Il LC (Epicentre). Cada produto de PCR

5 foi seqienciado em ambas as fitas independente em uma unica reagéo. As

reagdes foram carregadas em um seqiienciamento em gel de eletroforese. A

execucdo e a andlise da sequéncia foram realizadas no sequenciador

automatizado Gene ReadIR 4200 (Li-Cor).

- REACAO DE SEQUENCIAMENTO

DNA Até 200/250 ng | Programa de PCR
Tampéao de Reagéo 7.2ul Desnaturagao 92°C 2 min
Primers (1-2 pM) 1.5pl cada Desnaturagéo 92°C 15seg
Enzima 1l 50°C 30 seg

Hibridizagao

H,O Até 20pl Extensado 70°C  1min
Extensao 70°C 10seg
10 Adicdo de 3 pL de tampéo desnaturante/carregamento.

30

ciclos

Desnaturagao das amostras 3 minutos a 95 °C e resfriamento em

gelo pouco antes do carregamento das amostras.

ELETROFORESE DE SEQUENCIAMENTO

Parametros da eletroforese Parametros do Gel
Voltagem 1500 V Tamanho do Gel 41cm
Corrente 35 mA Espessura do Gel 0.2 mm
Forga 40w Temperatura 45°C
Velocidade de 5

Tempo de Corrida 9HO0

varredura
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2.3 RESULTADOS

Todos PCR fragmentos foram seqiienciados de ambas as
extremidades usando PCR comum acrescentado a cauda, ou seja, um motivo
especifico, que foi acrescentada no 5' terminal de todos os primers:

5' primers: M13SEQ-GTTTTCCCAGTCACGAC (SEQ ID N° 38)

3 primers: M13REV-AACAGCTATGACCATG (SEQ ID N° 39)

Seqiiéncias M13-SEQ e REV correspondem aos primers de
motivo M13 universal (New England Biolabs references).

Para o contiguo de montagem, uma rapida analise foi realizada no
Vector NTi, no médulo ContigExpress (Informax). A seqiiéncia referéncia da
cepa LAV1 foi comparada com todos os resultados de seqlenciamento
individuais. Em tais condig¢des, todos os resultados poderiam ser alinhados ao
lugar correto no genoma completo, mesmo quando algumas regides ainda
estavam sem o contiguo de montagem, dando uma rapida visualizagao de todo
o alinhamento gendémico.

2.3.1 MONTAGEM DA SEQUENCIA COMPLETA DE VDV1

A seqiiéncia de alinhamento final foi realizada no modulo Vector
NTi, AlignX (Informax). O algoritmo classico de alinhamento de seqliéncias
multiplas ClustalW (Thompson et al., 1994) foi usado pelo software para
construir o alinhamento global. Todos os resultados foram alinhados a
seqiiéncia juntamente com a seqiiéncia referéncia de LAV1, permitindo assim
uma melhor reconstrugdo do genoma. Qualquer discrepancia na seqliéncia em
relagio a referéncia exigiu uma confirmagéo independente sobre outra reagéo de
seqiienciamento. A sequiéncia completa de VDV1 é demonstrada na SEQ ID N° 1.

Algumas ambiguidades sao freqlientemente encontrados em
seqiiéncias Unicas, especialmente proximas as extremidades das sequéncias.
Isto & algo inerente & ma qualidade da reagdo em ambas as extremidades de

qualquer fragmento de PCR. Estas sequéncias de ma qualidade foram



10

35

excluidas do alinhamento, enquanto outras duas reagbes de seqlienciamento

independentes eram disponiveis a partir de outros produtos de PCR. A

discrepancia sobre as seqiéncias de referéncia nao foram levadas em conta

no alinhamento final quando nao estas nao foram confirmadas por pelo menos
duas outras seqiiéncias independentes de PCR de consenso compativel.
Inversamente, qualquer discrepancia confirmada em duas sequéncias
independente foram mantidas no ultimo sequenciamento.

A Tabela 4 sumariza as caracteristicas de cada reagdo de
seqiienciamento, indicando o inicio, fim e a duragao. As sobreposigoes entre
PCR adjacentes também estdo indicados, assim como as diferengas em
relacao a seqliéncia de referéncia na ultima coluna.

TABELA 4 CARACTERISTICAS INDIVIDUAIS DA REAGAO DE SEQUENCIAMENTO DO

Virus DA DENGUE VDV1
Nome Inicio Fim | Tamanho | Superposi¢gdo | Comentarios
D101+ 35 921 886 0
D101 - 899 33 866
209
D102 + 712 1596 884
D102 - 1569 713 856
196
D103 + 1415 | 2277 862
D103 - 2253 1400 853
D104 + 2133 3027 894 160 2719 G>A
(NS1-100 s)
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" Nome Inicio | Fim | Tamanho | Superposi¢cdo | Comentarios
"D104- 3000 | 2117 883 2718 G>A
212 (NS1-100 s)
D105+ 2834 | 3681 847
D105 - 3654 | 2815 839
247
D106 + 3451 4332 881
D106- | 4325 | 3434 891
243
D107 + 4113 | 4987 874
D107 - 4961 4089 872
245
D108 + 4742 | 5564 822
D108 - 5583 | 4742 841
183
D109 + 5400 | 5916 516
D109 - 6274 | 5758 516 5962 C>A
(NS3-481
197 N>K); 2
sequéncias
D110+ 6114 | 6868 754
D110 - 6883 | 6077 786
' 135
D111+ 6761 7504 743
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“ Nome Inicio Fim Tamanho | Superposigao | Comentarios
« |"D111- | 7597 | 6733 864
D112+ 7381 8034 653 217 7947 A>G

(NS5-125 K>R)

D112- | 8143 | 7380 763 7947 A>G
141 (NS5-125 K>R)
D113+ | 8003 | 9730 727
D113- | 8857 | 8002 855
182
D114+ | 8687 | 9472 785
D114- | 9544 | 8675 869
200

D115+ 9344 | 10170 826

D115- | 10162 | 9399 763
253
D116 + 9917 | 10261 344 2 sequéncias
D116- | 10706 | 10394 312
D1 16i+ | 10500 | 10706 206 0

D116i- | 10649 | 10204 455

As duas extremidades do genoma ndo poderiam ser
seqilenciadas a partir da amplificagéo por PCR, porque a sintese de cDNA e a
reacao de PCR DNA necessitam de oligonucleotideos complementares para as
extremidades do genoma. Durante a etapa de amplificagdo, estes

oligonucleotideos sao incorporadas ao fragmento de PCR.»O' resultado da
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seqﬁ\éngia é da seqiiéncia de oligonucleotideo sintético, e ndo a do proprio
virus. O PCR em ambas as extremidades do genoma do virus nao funcionam
corretamente, o que sugere que a seqiéncia do virus nao foi significativamente
diferente da sequiéncia de oligonucleotideo (se tivesse sido o caso, a
amplificacido por PCR deveria ter fracassado ou, pelo menos, deveria ter sido
de ma qualidade). As duas extremidades do genoma n&o poderiam ser
distinguidas de todas as outras amplificagbes por PCR. Portanto, no genoma
reconstruido (SEQ ID N° 1), ambas as extremidades do genoma foram
consideradas como idénticas as sequiéncias de oligonucleotideos (e tambéem
idénticas a seqiéncia de referéncia). No 5’ terminal, € a seqiiéncia dos
nucleotideos de 1 a 34. No 3’ terminal, é a seqiiéncia dos nucleotideos de
10707 a 10735.

2.3.2 COMPARAGAO DAS SEQUENCIAS

A comparacao direta da sequéncia entre as cepas VDV1 e LAV1
de referéncia mostra uma série de 3 diferengas de nucleotideos. A Tabela 5
mostra a lista completa dessas posigoes.

TABELA 5: COMPARACAO DAS SEQUENCIAS ENTRE As CEPAS LAV1 E VDV1.

Nucleotideos Aminoacidos
LAV1 VDV1 | Regiao Posigdgo do LAV1 VDV | Nota
Posigao do Nt
AA 1
2719 G A NS1 100 G G Silencioso
5962 C A NS3 481 N K
7947 A G NS5 125 K R

A mudanca de nucleotideo na posicdo 2719 € silenciosa no

nivel do aminoacido. A segunda diferenga na posi¢do 5962 desencadeia
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uma mudancga de aminoacido NS3-481 (lisina para aspargina). Ambos sao
hidrofilicos, mas lisina é carregada positivamente, enquanto que a
aspérgf.na ndo é. A ultima diferenca esta localizado no peptideo NS5,
substituindo lisina por arginina na posigdo NS5-125. Tais substituicbes de
aminoacidos sao relativamente conservadoras do ponto de vista quimico,
tanto os residuos de arginina quanto de lisina sao hidrofilicas e carregadas
positivamente.

TABELA 6: PESQUISA DE DISCREPANCIAS SOBRE OUTRAS CEPAS DE DENGUE-1

Posigdo do Nucleotideo na cepa VDV1 | Numero de cepas que compartilham

o mesmo nucleotideo

2719 24/40
5962 6/40
7947 1/40

Ao realizar o alinhamento da seqiiéncia entre todos as sequéncias
gendmicas do sorotipo-1 da dengue disponiveis no Genbank, parece que', a
maior parte das diferengas identificadas também estéo presentes em outras cepas
(vide Tabela 6). Uma posig&o € tnica na cepa VDV1 (posigcao 7947, NS5 - 125).

Assim, a seqiiéncia gendmica completa da cepa VDV1 do vifus
da dengue foi estabelecida. |

Trés diferengas de nucleotideos foram detectadas em relagéo a
seqiéncia gendémica LAV1 de origem. A cepa VDV1 vacinal é derivada da
LAV1, através da "sanitizagdo " viral e da passagem de células de cao para
células de macaco.

‘As diferengas entre LAV1 e VDV1 podem ter varias origens.
Primeiro, as etapas de clonagem podem eleger uma sub-populagao viral que
nio é 100% idéntica a sequéncia maior anteriormente detectada no LAV1. Em
segundo lugar, LAV1 foi produzida em células PDK, enquanto VDV1 foi

produzida em células Vero. Essa passagem de células de cao para células de
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macaco induz potencialmente a mudangas virais que refletem a adaptacao a

nova linhagem celular. Em terceiro lugar, como para todos os virus RNA, a

menor fidelidade da RNA polimerase viral desencadeia uma maior taxa de

mutacao gendmica do que o que a DNA polimerase.

Em termos de seqliéncias apenas 3 diferengas entre LAV1 e

VDV1 foram observadas, o que corresponde a apenas 2 substituigbes de

aminoacidos. Todos 14 posicbes de nucleotideos que foram associadas a

atenuacdo viral do LAV1 estdo conservadas no VDV1. Além disso, a

seqgiiéncias da cepa VDV1 “méae” e “em massa” foram comparadas (Tabela 7).

TABELA 7: DIFERENGAS DE NUCLEOTIDEOS ENTRE A CEPA 16007D0 ViRUS DA

DenNGUE-1 TiPo SELVAGEM E As CEPAS LAV1/PDK13 E VDV1 ATENUADAS.

o ~
g oL ok 3 (Y OB B R B 1B B B
< 3 » B B & g B B B B |2 B 3
= & S R OB 12 |2 BB B E |2 2 7 B
s L |m B B E 1@ |2 8 B @ B |8 B [0
2 |8 BB B R B 12k B B B IEE R B
= N 8 8 N - =) 2 2 o0 &
DEN-1 T GaA G A C A T G C G C A A A A C
16007 | val | Glu | Arg | GIn | Ser | Met | Asp | Gly | Ala | Glu [ Asn | Tyr | Met | GIn | Lys | Ser
LAV1/ C AaG A G T G C G T A C T G G A T
PDK13 | Ala | Lys |Lys | GIn | Leu| Val | Asp | Gly | Ala | Lys | Asn | Tyr | Val | Gln ‘Lys | Ser
VDV1 C AaG A G T G C A T A A T G G G T
mae Ala | Lys | Lys | GIn | Leu | Val | Asp Gly [Ala| Lys | Lys | Tyr | Val GIn | Arg | Ser
vDV1 C AaG A G T G C A T A A T G G G T
em Ala | Lys | Lys| GIn | Leu | Val | Asp Gly | Ala | Lys | Lys | Tyr | Val Gin | Arg | Ser
massa

A sequiéncia completa da matriz inicial semente mae da VDV1 foi

alinhada com a seqiéncia em massa. Nenhuma diferenga entre as duas

sequéncias foi observada,

indicando estabilidade genética através de
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paésgggns.
VDV1 mostra uma notavel estabilidade genética no que diz
respeit6 a seu progenitor LAV1.
EXEMPLO 3

CARACTERIZACAO

O objetivo destes estudos foi avaliar se mudangas nos
marcadores de atenuagéo ocorreu através das passagens.

O fluxograma mostrado na Figura 2 sumariza o aperfeicoamento
do processo de manufatura que da origem ao Produto Completo
(monovalente), em dose "pronta para o uso".

Resumidamente, apds 2 passagens sucessivas da semente pré-
mae em células Vero cedida pelo Departamento de Pesquisa, as respectivas
sementes de trabalho foram obtidas. Os cultivos finais dos virus também foram
conduzidos por infeccdo de uma suspensdo de células Vero. Os virus
produzidos séo em seguida colhidos. O acido desoxirribonucléico (DNA) foi
digerido, de acordo com um tratamento enzimatico. As impurezas foram
removidas por ultrafiltragdo. Titulos de Infecgdo foram aumentados por uma
etapa de concentragdo. Uma solugdo aquosa tamponada contendo agentes
crioprotetor (pH = 7,5) é adicionado e esta mistura € filtrada em 0,22 pm e
entdo diluida na dose desejada dentro da mesma solugéo. A substancia ativa
é, entdao, colocada em frascos de vidro, congeladas a seco, e armazenada
antes de ser utilizada.

3.1 MARCADORES FENOTIPICOS

Os resultados sao apresentados na Tabela 8. Os testes de

validagao realizados para a semente mae e semente em massa sao:

Tamanho da Placa: O ensaio foi realizado em células Vero a 37

°C, ap6s 7 dias de incubagdo. A classificagdo por tamanho das placas foi

realizada pelo software dedicado Saisam v.5.2.0 (Microvision Instruments),



10

15

42

apos a captagao da imagem com uma camera de video. Duas populagées (0,3
mm e 0,8 mm) foram detectadas na LAV1. A maior populagéo foi a de tamanho
merior. Apos a adaptagéo as células Vero e a clonagem biolégica, o tamanho
das placas VDV1 mostrou-se de distribuigao homogénea, com mais de 98% da
populagcdo mostrando um unico pico, centrado em 0,8 mm de didmetro. Estas
placas sdo claramente distintas das obtidas com o virus DEN-1 16007 (vide
figuras 4 e 5).

Sensibilidade a temperatura: o monovalente 1 exibe clara

restricdo de crescimento a 39 °C comparado as nao-sensiveis a temperatura
(Ts), tipo selvagem (WT) D1-16007. Isto foi demonstrado tanto por ensaios de
titulagao de infecgdo quanto por quantificagdo de RNA viral. A passagem 18,
“mae” e “em massa’, (10 passagens apdés a passagem em massa) das
sementes monovalentes 1 exibiram 90% ou mais de redugéo no titulo a 39 °C,
comparado a 37 °C.

TABELA 8: RESuMO D0OS FENOTIPOS VIRAIS DE DEN-1

'Sensibilidade a Temperatura Neuroviruléncia em
(Percentual de reducgio de titulo a 39°C)yezes e | camundongos suigos albinos

redugio recém-nascidos

Virus Pontos Dia 3 Dia 4 Dia 6 Dia 6 Mortalidade’ AST (S.D.)

(-28.5.
D1-16007 - 62.126 | 59.325 | 56.323 6.25%15 19.0 (0.0)
1.4)

D1-PDK13 + 87178 | 91.3115 | 95.5222 | 96.525 0.00%1s n.a.

VDV1 MS + 97.2a57 | 977435 98.833 2 99.5,000 ' 0.000/016 n.a.
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*n: nimero de animais

3.2 MARCADORES FENOTIiPICOS

A vacina VDV1 pode distinguir-se das cepas precursoras ao nivel
gendmico. A atenuacgdo loci especificas foi identificada. Estes loci estao
conservados nas matrizes iniciais semente mae e semente em massa

EXEMPLO 4

IMUNOGENICIDADE, VIREMIA, E TOXICOLOGIA EM MIACACOS

Dados mais solidos e numerosos que podem ser obtidos em
macacos referem-se a imunogenicidade e viremia. A viremia, em particular, tem
sido identificada como um dos fatores associados a viruléncia e a gravidade da
doenga nos seres humanos e, assim, constitui um parametro importante a ser
considerado. Obviamente, a ifnunogenicidade € um parametro essencial ao
testar vacinas.

Inventores estabeleceram os valores minimo/maximo para viremia
e imunogenicidade.

TABELA 9: REQUISITOS MiNIMOS PARA AS RESPOSTAS INDUZIDAS PELAS VACINAS

CANDIDATAS DA DENGUE EM MACACOS, CONFORME MENSURADAS EM CELULAS

VERO OU LLC-MK2 PeELO ENSAIO EM PLACAS (SENDO ESTAS CELULAS

CONSIDERADAS EQUIVALENTES NESTE TiPo DE ENSAIO)

Duragido media da viremia

Pico médio do titulo da

Titulo Médio Neutralizante

(Dias) Viremia Dia 30
(Todos os sorotipos sendo (log 10 pfu) (para cada sorotipo)
considerados) (Todos os sorotipos sendo PRNT 50
considerados)
< 3 dias £1.5-2 =80

pfu: Unidades formadoras de placa

PRNT 50: Neutralizacgo com Redugdo de Placas Titulo 50 (titulo

correspondente a uma redugéo de 50% do nimero de placas)
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4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 EXPERIMENTOS EM MACACOS

Experimentos em macacos foram efetuados de acordo com as
diretrizes européias relativas a experimentacdo animal.

As Imunizagbes foram realizadas em macacos cinomolgos
(Macaca fascicularis) originarios das llhas Mauricio (CRP Le Vallon). Os
macacos permaneceram de quarentena durante 6 semanas no biotério da
Sanofi Pasteur antes da imunizagao.

Os macacos foram imunizados com as vacinas por Vvia
subcutanea (SC) no bragco em um volume de 0,5 ml (vide cada segao
respectiva). Apds anestesia leve com cetamina (Imalgene,' Merial), o sangue foi
colhido por pungéo das veias inguinal e safena. Aos dias 0 e 28, foram colhidos
amostras de 5 ml de sangue para avaliar as respostas ao anticorpo enquanto
que entre os dias 2 e 10 apenas 1 ml de sangue foi coletado para avaliar a
viremia. O sangue foi coletado e mantido no gelo até a separagdo do soro.
Para isso, sangue foi centrifugado durante 20 minutos a 4 °C, e soro retirado e
armazenados a -80 °C até os testes no laboratério Rich Kinney. O transporte
para os EUA foi realizado em gelo seco.

4.1.2 VIREMIA E RESPOSTAS POR ANTICORPOS NEUTRALIZANTES (TESTE DE

NEUTRALIZACAO POR REDUGAO DE PLACAS, PRNT)

Todas as analises foram realizadas no laboratério de R. Kinney no
CDC, Fort Collins, EUA. As amostras séricas foram transferidas e
armazenadas a -80 °C até o momento do ensaio. No instante do primeiro
descongelamento, as amostras foram testadas para viremia, e uma diluicao de
1:5 do soro foi realizada. As diluicdes de 1:5 do soro foram inativadas por 30
minutos a 56 °C antes do teste de neutralizagao do anticorpo.

4.1.2.1 VIREMIA

0,125 ml de soro foi adicionado a 0,125 ml de solvente (meio
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RPM‘I) no primeiro pogo da placa de 96 pogos e diluigdes seriais de 10 vezes
foram feitas, transferindo de 0,025 ml em 0,225 m! do diluente para cada
diluicao. Diluictes seriadas de 0,2 ml de 10°>-10%° foram plaqueadas em 6
pocos de placas com células Vero (o virus foi adsorvido a 37 °C durante 1,5
horas, e coberto com 4 ml de agarose sem vermelho neutro, por 6-7 dias
cobertos adicionalmente com 2 ml de Agarose contendo vermelho neutro, e
entao placas4 foram contadas). O limite de detecg¢éo do virus foi = 10 PFU / ml.
Para o controle de estoque vacinas DEN-16007 PDK-13 (LAV1) foram
plaqueadas.

4.1.2.2 PRNT (TESTE DE NEUTRALIZACAO POR REDUCAO DE PLACAS)

Anticorpos neutralizantes foram quantificados como descrito em
Huang et al. (2000). Resumidamente, 0,2 ml de soro inativado pelo calor,
diluido 1:5 foram adicionados ao primeiro pogo de placas de 96 pogos e
diluigbes seriais de 2 vezes foram feitas, transferindo de 0,1 ml em 0,1 ml de
solvente (meio RPMI) para cada diluigdo. Isto resultou em uma diluigao serial
sérica de 1:10 - 1:320. 0,1 ml do virus DEN (60-160 PFU; o virus parental
DEN1 16007) foi adicionado a cada pogo de diluigdo sérica, com um total de
0,2 ml de mistura soro-virus. As placas de 96 pogos foram incubadas overnight
a 4 °C. 0,1 ml de mistura soro-virus (contendo 30-80 PFU da entrada do virus)
foram plaqueadas em 6 pogos de placas com células Vero (conforme indicado
acima na secgdo da Viremia) e as placas foram contadas ap0s coloragdo com
vermelho neutro.

Multiplas titulagbes da entrada viral em testes de concentragoes
de 2 vezes, 1-vez, e 0,5 vez fornecidos por determinagao experimental direta
da PFU de entrada, que foi a base para a determinagéo do titulo final de 50%
(PRNTs0) € 70% (PRNT70) de anticorpo. Um resultado soro negativo deve ter
um titulo de anticorpos neutralizantes <1:10. Soros demonstrando um titulo de

neutralizagdo de 320 foram re-analisados em diluigées de 1:80 a 1:2560 para a
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determinagao do final titulo.

4.2 AVALIACAO Dos VDV CANDIDATOS

4.2.1 VDV-1/pré-mae

A purificagao/selegdo do candidato D1 foi realizado conforme
descrito no exemplo 1. Os clones selecionados (com base nas seqiiéncia e
marcadores fenotipicos) foram testados na sanofi pasteur como descrito em
Material e Métodos (Biotério Marcy ['Etoile, 115), em macacos cinomolgos
machos (Macaca fascicularis, peso médio 3,1 kg), originarias da CRP Le
Vallon, lthas Mauricio.

Ap6s a imunizagado em DO, a viremia foi seguida do D2 ao D10, e
a imunogenicidade medida no DO e D28. Todas as vacinas e virus, quando na
forma liquida, foram mantidos a -70 °C.

LAV1: titulo: 10>° DICCsy/ml, liofilizado, ressuspendido em 0,5 ml
de PBS (contendo Ca®* e Mg?*; CaCl?>.2H,0 0,133 g/L.; MgCl,.6H,0, 0,1g/L) e
administrado na totalidade.

VDV1 pré-mae: DEN1-TV111: Titulo: 10> DICCsy/ml, liquido,
diluido em 10%° pfu/ml em PBS (contendo Ca** e Mg**; CaCl,.2H,0 0,133 g/L,
MgCl,.6H,0, 0,1 g/L); administrado 0,5 ml.

A injecao foi feita por via SC no brago com uma agulha 23G1, a
uma dose 10° DICCso para VDV1.

Os resultados estao aprésentados na Tabela 10. Titulagdes no dia
28 foram realizadas em triplicata (PRNT7) ou em duplicata (PRNTs5o).

TABELA 10: IMUNOGENICIDADE DO VDV1 PRE-MAE

AvP monovalente VDV1 (Exp A) Estudo em Macacos DEN (F. Mi.DEN003.Si): PRNT e Resultados da Viremia

Titulo dos Anticorpos Neutralizantes Viremia (PFU/ml em células Vero)

Soro Grupo Dia (-15) Dia 28 Dia Dia Dia Dia Dia Dia | Dia | Dia Dia Dia

PRNT7 { PRNTsg { PRNT7 | PRNTs 5 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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AvP monovalente VDV1 (Exp A) Estudo em Macacos DEN (F. Mi.DEN003.Si): PRNT e Resultados da Viremia

Titulo dos Anticorpos Neutralizantes Viremia (PFU/ml em células Vero)
AD ) LAV <10/<10 <10 320/16 160/32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3:;3 DEN-1 0/160 0
AC <10/<10 <10 640/64 1280/1 0 0 0 0 0 0 0 0 50 150
763 0/640 280
AD <10/<10 <10 320/16 160/32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
209 0/160 0
AC <10/<10 <10 160/80/ 160/16 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0
755 160 0
AC VDV <10/<10 <10 160/80/ | 160/16 0 0 0 0 (] 0 0 0 0 0
775 DEN-1 80 0
AC VI <10/<10 <10 20/10/1 20/20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
881 0
AD <10/<10 <10 320/80/ 160/80 0 0 0 0 o} 0 0 0 ] 0
145 80
AD <10/<10 <10 20/10/1 20/20 0 0 o} 0 0 0 0 0 0 0
113 0

Virus Exp#1 Exp#2 Exp#3

DEN- | 112PFU | 45PFU 101PF

1 U

Resumidamente, as respostas foram bastante homogéneas
dentro de cada grupo, e algumas tendéncias claras puderam ser identificadas
para cada construgdo. Nao foram encontradas diferencas discrepantes entre

VDV1 e LAV1: viremia baixa e tardia foi observada em alguns macacos LAV1.
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VDV1 se mostrou satisfatorio e, em particular nao apresentou viremia.

4.2.2VDV-1 EM MASSA

Como a imunogenicidade das vacinas haviam sido testadas no
estado pré-mae, um novo experimento foi concebido para testar cada
monovalentes no estado em massa.

Macacos machos Macaca fascicularis foram usados como antes,
originarios da CRP Le Vallon, Ilhas Mauricio (24 macacos, peso médio 3,4 kg).

VDV1; Lote®: Titulo: 8,37 logso DICCso/mL.

Placebo: PBS com Ca®* e Mg*

As vacinas foram diluidas em PBS a 10°* DICCs /ml (contendo
Ca®* e Mg%"; CaCly.2H20 0,133 g/L; MgClp.6H20, 0,1g/l); 0,5 mi administrado
por via SC no brago com uma agulha 23G1, correspondendo a uma dose de
10° DICCso.

Viremia e imunogenicidade foram medidos, como € habitual no
CDC por R Kinney. Os resultados sao apresentados na Tabela 11.

A vacina monovalente VDV1 induziu uma resposta imune
significativa enduanto que a viremia esteve ausente. Assim, este VDV1
monovalente cumpriu com sucesso os critérios inicialmente definidos nos
macacos.

TABELA 11: IMUNOGENICIDADE E VIREMIA DO VDV EM MASSA VDV1

Estudo em macacos(F.M\.DEN004.Mk) : VDV1 Monovalente e Tetravalente

Titulos para Anticorpos Neutralizantes Viremia (PFU/m! em células Vero)

Dia (-14) Dia 28 Dia Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia

Macaco Gmpo PRNTso PRNT7o PRNTsg PRNTsp -14 2 3 4 5 6 7 8 9
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Estudo em macacos(F.MI.DEN004.Mk) :

VDV1 Monovalente e Tetravalente

¢ Titulos para Anticorpos Neutralizantes Viremia (PFU/mlI em células Vero)
AE 484 vDv - - 14 5 0 0 0 0 0 4] 0
DEN-1
AE 627 - - 8122 4558 0 0 0 0 5 0 0
AF 115 - - 359 202 0 0 0 0 0 o] 0
AF 227 - - 557 367 0 5 0 5 0 0 0
Média Resposta - - 388 203
homélo-
ga
AE 538 Placebo -I-I-I- J-I-1- 2.5/- -f-1-1- 0 0 0 0 0 ] 0
1212
AE 548 f-1-1- f-I-1- 11172 -I-1-- 0 0 0 0 0 0 0
AE 556 -1-11.5/2 -I-l-1- A/-1-1- <J-1-1- 0 0 0 0 0 0 0
AE 572 -1-11.515 | -I-11.5/2 5/-1-12 -I-1-1- 0 0 0 0 0 0 0
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Estudo em macacos(F.M.DEN004.Mk) : VDV1 Monovalente e Tetravalente

Titulos para Anticorpos Neutralizantes Viremia (PFU/ml em células Vero)
Média Resposta | -/-/1.2/3 111 2/- <J-I-1-
contra 11.21.6

os

quarto

D1/D2/ | DUD2/ | D1/D2/ | D1/D2/D

D3/D4 D3/D4 D3/D4 3/D4

4.3 TeESTES DE NEUROVIRULENCIA EM MACACOS

Para cada tipo de virus, 10 macacos cinomolgo das ilhas Mauricio

foram inoculadas com semente mae da VDV1 pela via intracerebral (107

 CCIDso/mL no talamo de cada hemisfério). No final do ensaio, os macacos

foram sacrificados e perfundidos com solugdo de formalina. Foram colhidas
amostras de tecido do cérebro de cada macaco (medula oblongata, ponte e
cerebelo, mesencéfalo, talamo incluindo a parte esquerda e direita, cortex
cerebral & esquerda e a direita). Foram feitas se¢des com uma espessura de 8
um. e coradas pela eosina e galocianina.

Nenhum sinal histopatoldgico de patogenicidade foi observado no
cérebro dos macacos injetados com VDV1 mae.

EXEMPLO §

SEGURANCA Do VDV1 MONOVALENTE EM ADULTOS SAUDAVEIS, FLAVIVIRUS-NAIVE

Cowm IDADE ENTRE 18 E 40 ANOS

O proposito deste estudo fase 1 é documentar os perfis de
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seguranca, viremia, e imunogenicidade do VDV1 monovalente em uma
concentragao de virus de 10* CCIDsy comparado com Sfamaril® (usados como
grupo éontrole), em adultos sem precedentes de tratamento para flavivirus
(naive). Injegbes Unicas sao dadas, dando o seguimento a 6 e 12 meses. Por
precaucao da Seguranga, sdo realizadas no estudo inclusdes seqiienciais.

O registro e as vacinagdes sao entdo escalonados; um 1° coorte
(n = 4 por grupo, n total = 12) foram vacinados. A seguranga dos dados
coletados até o dia 28 foi analisada por um Comité de Acompanhamento de
Dados Independente (IDMC) e pela Royal Adelaide Hospital Investigational
Drugs Subcommittee (IDSC) antes de se tomar a decis&o de continuar com a
vacinacdo dos individuos restantes (n = 8 por grupo, n total = 16). A
representagio esquematica do desenho do estudo é fornecida na figura 6.

Apds a administragdo da vacina o paciente sao regularmente
submetidos a varios testes e exames clinicos. Um resumo deste seguimento
indicado na tabela 12 abaixo.

A populagdo incluida é constituida de adultos com ‘idades
compreendidas entre 18 e 40 anos (ou seja, do dia do 18° aniversario as
vésperas do 41° aniversario), no dia da inclusdo que n&o possuem precedentes
de tratamento para o flavivirus (naive) (pessoas apresentando vacinagéo contra
doengas causadas por flavivirus (por exemplo, febre amarela, encefalite
japonesa, dengue); ou histéria de infeccao por flavivirus (confirmado
clinicamente, sorologicamente ou microbiologicamente) ou residir previamente
ou viajar para areas com elevada endemicidade de infeccdo por dengue
(independentemente da durag&o), ou ter residéncia ou viajar para o norte de
Queensland durante 2 semanas ou mais) foram excluidos)

TABELA 12: FLUXOGRAMA DE ACOMPANHAMENTO

Numero da Visita Vo1 V02 V03 V04 V05 V06 Vo7 V08 Vo9 V10 Vi1 vi2

Tempo de estudo DO D2 D4 D6 D8 D10 D12 D14 D16 D28 D180 D365
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Namero da Visita Vo1 V02 V03 V04 V05 V06 V07 V08 Vo9 V10 Vi1 V12

Tempo de estudo DO D2 D4 D6 D8 D10 D12 D14 D16 D28 D180 D365

Janela de tempo +1d +1d +4d +15d +30d
Exame Clinico v v N v v v v v ) ) v ¥
Sinais Vitais(BP,
pulso) !
Temperatura Oral v v v v v v V v v V

Amostra de Sangue:
SorilogiaHBV/HCV/HIV
-Seguranga Bioldgica
-Viremia
-Imunogenicidade

-Citocinas no soro

<. L. L L

-PBMCs de células T

(subconjunto)

L. L. L L 4 <
-
<
<
<
<
£
<
D R

- Vigilancia realizada
Eventos Locais &

sistémicos

V: visita - D: dia

O tempo de intervalo entre as visitas serdo calculados a partir da
data de vacinagdo do estudo, que pode ser diferente da data da visita (por
exemplo, no caso que o critério de exclusao temporaria € cumprido). V06 e V07
deve ser feita com pelo menos 1 dia de intervalo.

Os produtos testados sao:

A vacina avaliada é um produto liofilizado em um frasco que &
reconstituido extemporaneamente  com o solvente fornecido
separadamente:

- Ingrediente ativo: 4 +0.5 logso CCIDs de cada virus da dengue

monovalente sorotipo-1 (VDV1) por dose de 0,5 mL,
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- Diluente: Solugao de NaCl 4% estéril para a reconstituicao da
vacina.

- A vacina reconstituida, ou seja, 0,5 mL de solugao de NaCl 4%
de VDV monovalentes VDV1, deve ser usada imediatamente ou ser mantidas
entre +2 °C e +8 °C até o uso.

- A dose de 0,5 mL da vacina é administrada por via subcutéanea
na regiao deltéide.

- A vacina controle Stamaril®, é uma vacina contra a febre
amarela produzida pela Aventis Pasteur. Stamaril® é apresentado como um
p6 liofilizado, livre de leucose aviaria, produto estabelecido para ser
reconstituido com um solvente imediatamente antes da utilizag&o.
(Ingrediente ativo: virus da febre amarela vivo atenuado (cepa 17D): Dose

letal em camundongo 50% (DLsg) = 1000/Diluente: solugdo de NaCl4 %

estéeril).
A vacina controle é administrada por via subcutanea na regiao .
deltoide.
Os resultados preliminares do estudo sao indicados na Tabela 13
abaixo.
TABELA 13: DADOS PRELIMINARES DE SEGURANCA
Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10| 11 | 12| 13
LOCAL
SOLICITADO
Dor 1
Eritema
Enrijecimento 1
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Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

10

Dia

11

Dia

12

Dia

13

Edema

LOCAL NAO

SOLICITADO

Equimose

Prurido

OUTROS

SOLICITADOS

Temp>37.5C

Severidade

Mal-estar

Astenia

Anorexia

Nausea

Vomito

Dor de estémago

Dor de cabega

Mialgia

Artralgia

Fotofobia

Conjuntivite

Dor nos olhos
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Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia

10

Dia

11

Dia

12

Dia

13

ERUPGAO

CUTANEA

Macular

(1

%)

Papular

(1

%)

Maculo-papular

%)

(90

%)

OUTROS NAO

SOLICITADOS

Diminuigdo WCC

Neutropenia

Aumento de

aPPT

Elevagao de CK

Sono Irregular

Dor abdominal

baixa (rim/figado)
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Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia

Diarréia 1 1 1 1 1 ' 1 1 1 1

Dor de garganta 1 1

Tosse 1

Menstruagao

precoce 1

Fatiga 1

A Tabela 13 mostra que anormalidades biolégicas (redugbes de
WCC, diminuicdo na contagem de plaquetas) foram brandas. Os sintomas
foram principalmente mal-estar, nauseas, diarréia e vémitos ocasionais. Eles
foram de gravidade moderada. Uma erupgdo cutanea significativa tipica de
erupgdo cutadnea maculopapular "viral' se iniciou no dia 12, 90% de
acometimento.

A seguranga dos dados da segunda coorte também foi
satisfatéria, sem nenhuma anormalidade biolégica registrada. Todos os
individuos apresentam uma resposta de anticorpos 28 dias ap0s a vacinagao
contra a dengue-1 (titulo entre 1315 e 13150).
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agttgttagt

ttctaacagt
tcgaccgtct
ggcgaagaga
tttcatagca
gggctcattc
aaacatgcta
gcccacagcec
caagcaggaa
cctcattgceg
gatcactgag
gacctatgga
ggccccacac
tgcttggaaa
gatagccctt
cattttgctg
agacttcgtg
ttgcgtcacc
ggtcacaaac

caccgattcg
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ctacgtggac
tttttattag
ttcaatatgc
ttctcaaaag
ttcttaagat
aagaagaatg
aacataatga
ctggcgttcc
agaggaaagt
atggatttgg
gcggaaccag
acgtgctctc
gtggggcttg
cagatacaaa
tttctagceac
atgctggtaa
gaaggactgt
accatggcaa
cctgcagttc

agatgtccaa
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cgacaagaac
agagcagatc
tgaaacgcgc
gattgctcte
ttctagccat
gagcgattaa
acaggaggaa
atctgacgac
cacttttgtt
gagagttgtg
atgacgttga
aaactggcga
gcctagaaac
aagtagagac
atgccatagg
caccatctat
caggagcaac
aaaacaaacc
tgcgtaaatt

cacaaggaga

agtttcgaat
tctgatgatc
gagaaaccgc
aggccaagga
acccccaaca
agtgttacgg
aagatccgtg
acgaggggga
caagacctct
tgaggacacg
ctgttggtgce
acaccgacga
aagagccgaa
ttgggctctg
aacatccatc
ggccatgcga
atgggtggat
aacactggac
gtgcattgaa

agccacactg

Centers for Disease Control and Prevention

Cepa Atenuada do Virus da Dengue Sorotipo 1

cggaagcttg
aaccaacgaa
gtgtcaactg
cccatgaaat
gcaggaattt
ggtttcaaga
accatgctcc
gagccgcata
gcaggtgtca
atgacctaca
aatgccacgg
gacaaacgtt
acgtggatgt
agacatccag
acccagaaag
tgcgtgggaa
gtggtactgg
attgaactct
gctaaaatat

gtggaagaac

cttaacgtag
aaaagacggg
tttcacagtt
tggtgatggc
tggctagatg

gagaaatctc

ttatgctgcet

tgatagttag
acatgtgcac
aatgccccecg
acacatgggt
ccgtcgeatt
cctctgaagg
gattcacggt
ggatcatttt
taggcaacag
agcatggaag

tgaagacgga

caaacaccac

aagacgcgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200



.Ctttgtgtgc
aaaaggtagt
agctcaatat
ccaggtggga
tacgtcggaa
agggctagat
caaacagtgg
gacttggaac
agtagtcgta
aatccaaacg
ggacaaacta
gaaagaagtg
agacgcacca
gagattaata
agaaccaccc
aagctggttc
acgaaggatg
cacgtctatg
cggagtttct
ttcaaggaac
aggagtcatg
atgtggaagc
ccaggctgac
gtgtggaatc
attgaaccac
tggaatcttg
gtggaaaagc
catcgacggce
agtagaggac
ctacacccaa
ccatgctgac
agcctccttt
tggagttctg

caactacaga

cgacgaacgt
ctaataacgt
gaaaacctaa
aatgagacta
atacagctga
tttaacgaga
tttctagact
agacaagatt
ctaggatcac
tcaggaacga
actttaaaag
gctgagaccc
tgcaagattc
acagccaacc
tttggtgaga
aagaaaggaa
gccattctgg
ggaaaactgg
tggaccatga
acgtcccttt
gttcaggcag
ggcatttttg
tcccccaaga
cgatcagcca
atcctacttg
gcccaaggaa
tggggaaaag
ccaaacaccc
tatggatttg
gtatgtgacc
atggggtact
atagaagtta
gaaagtgaaa

ccaggatatt

tcgtggacag
gtgccaagtt
aatattcagt
cagaacatgg
ccgactacgg
tggtgttgct
taccactgcc
tactggtcac
aagaaggagc
caacaatttt
ggatgtcata
agcatggaac
ccttttcgac
ccatagtcac
gctacatcgt
gcagcatagg
gagacaccgc
tacaccaggt
aaataggaat
cggtgatgtg
attcgggatg
tcactaatga
gactatcagc
ctcgtctcga
aaaatgacat
aaaaaatgat
ctaaaatcat
cagaatgccc
ggattttcac
accggctgat
ggatagaaag
agacatgcat
tgataattcc

tcacacaaac

aggctggggc
taagtgtgtg
gatagtcacc
aacaactgca
aacccttaca
gacaatgaaa
ttggacctct
atttaagaca
aatgcacact
cgcaggacac
tgtgatgtgc
tgttctggtg
ccaagatgag
tgacaaagaa
ggtaggagca
gaaaatgttt
atgggacttc
ttttggaact
agggattctg
catcgcagtt
tgtaatcaac
agttcacact
agccattggg
gaacatcatg
gaaatttaca
taggccacaa
aggagcggat
tgacaatcaa
gacaaacata
gtcagctgec
tgaaaagaac
ctggccaaaa

aaagatatat

agcagggecg

aatggctgtg
acaaaactag
gtccacactg
accataacac
ttagattgtt
aagaaatcat
ggggctttaa
gctcatgcaa
gcgctgactg
ctaaaatgca
acaggctcat
caggttaaat
aaaggagcaa
aaaccagtca
ggtgaaaaag
gaagcaactg
ggttctatag
gcatatggag
ctgacatggc
ggcatggtca
tggaaaggca
tggacagagc
aaggcatggg
tggaaacaaa
gtggtcgtgg
cccatggaac
gtacagaaca
agagcatgga
tggttgaaat
attaaggaca
gagacatgga
tcccacacte
ggaggaccaa

tggcacctag

ggctattcgg
aaggaaagat
gagatcagca
ctcaagctcc
cacctaggac
ggcttgtcca
catcccaaga
agaagcagga
gagcgacaga
gactaaaaat
tcaagttaga
atgaaggaac
cccagaatgg
atattgaggc
ctttgaaact
cccgaggage
gaggagtgtt
ttttgtttag
taggattaaa
cactgtacct
gagaacttaa
aatacaaatt
aggagggtgt
tatcaaatga
gagacgttag
acaaatactc
ccaccttcat
atatttggga
tgcgtgactc
gcaaggcagt
agttggcgag
tatggagcaa
tatctcagca

gcaagttgga

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180,
3240



actagatttc
aggaccatct
atcttgtacg
aatcagacca
aggagaagtg
gatgagatcc
tcttataatg
caacgcttca
aatgagacca
tcttcttaca
gctgggggat
acaccagcta
ctatgcatgg
gtccacgacc
accactaccc
caatgaagga
tgatgtgccg
atccggaagce
agcagaacac
gaagataaaa
ggcagtctca
gcagaaaaag
aagagcagtt
ccaagtagga
gggagctgtc
agacttgatc
agtacaggtg
taccttcaag
atctggatct
ggtgacaaca
gcctctacca
acatccagga
aaggaagctg

ggcactcaag

gatttttgtg
ctcagaacca
ctacccccecc
gtgaaggaca
gacagctttt
agatggagca
ggacaattga
gacaagatgg

atgttcgcecg

attggcttga

ggacttgcaa
tgggctactc
aagacaatgg
tctcaaaaaa
atgtttctta
attatggctg
ctagccggec
tcagctgatt
tcaggcgect
gatgaagaga
ggggtgtacc
aaacagagat
cttgatgatg
gtaggagttt
ctcatgtatc
tcatatggag
attgctgttg
acccctgaag
cccatcgtaa
agcggaactt
gagattgagg
tcgggaaaaa
cgcacgctaa

ggagtgccaa

aaggtaccac

‘caacagtcac

tacgtttcaa
aggaagagaa
cactaggact
aaaaaatgct
catggagtga
ggatgggaac
tcgggctatt
gcctggtgge
taggcatcat
tgctatcctt
ctatggtact
caacatggct
taacagaaaa
ttggaatagt
cattaatagc
tatcactgga
cacacaacat
gagatgacac
caatgtcaat
caggagtgct
gcatctatag
tccaagaagg
aaggaaaaag
gaggttggag
aaccgggaaa
gcgaagttgg
acagagaggg
acgttagtgc
acaaggtgtt
caagaagata
tcctagcetece

taaggtatca

agttgttgtg
aggaaagata
aggggaagac
cctggtcaag
gctatgcata
gatgactgga
tctgatcagg
aacgtaccta
atttcgcaga
atccgtggag
gatgttgaaa
gacatttatt
gtcaattgta
tccggtgetyg
caaaatctgg
tagtattcta
tggaggcatg
gaaagcggct
actagtagag
gctcaccatt
accagcgacc
atgggacaca
aattttgcaa
cgtgttccac
gctggaacca
gtttcaagga
aaaccccaaa
agccatagcc
aaaaatagta
catagctcaa
taggaaaaga
ccttccagec
cacaagagtt

gacaacagca

gatgaacatt
atccatgaat
gggtgttggt
tcaatggtct
tcaataatga
acactggctg
ttatgtatta
gctttaatgg
ctaacatcta
ctaccaagtt
ttattgactg
aaaacaactt
tctctecttcec
ttgggatctc
ggaaggaaga
ctaagttcac
ctaatagcat
gaggtctect
gttcaagatg
ctccttaaag
ctttttgtgt
cccagccccc
agaggactgt
acaatgtggc
agctgggcca
tcctggaaca
aatgtacaaa
ttagacttta
ggtctttatg
gctaaggcat
aacttaacaa
atagtccgtg
gtcgecttctyg

gtgaagagtg

gtggaaatcg
ggtgctgcag
acggcatgga
ctgéagggtc
ttgaagaagt
tgttcctect
tggttggagc
ccactttcaa
gagaagttct
ccctagagga
attttcagtc
tttcattgca
ctttatgcct
ttggatgcaa
gttggcccct
ttttaaaaaa
gttatgtcat
gggaggaaga
atggaaccat
caactctgct
ggtatttttg
cagaagtgga
tgggcaggtc
acgtcactag
gtgtcaaaaa
cgggagaaga
caacgccggg
aacctggcac
gaaatggagt
cacaagaagg
taatggacct
aggccataaa
aaatggcaga

aacacacagg

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280



aaaggagata
gagagttccc
catagcagcc
tatgacagcc
agatgaggaa
ttttccaggt
ctgtttaaga
gtaccagaaa
gggagcaaat
actaaaagat
tgccgcececag
ttacatggga
gcteccttgac
agaaaagagt
cgtggagctc
aggcttccag
ggaggagaac
tcgetggttg
tgcagcagga
acatttgacg
acaaggagga
gatgctccta
aagaggtcta
atggatggcec
gatggtactg
atatgtggtg
attggaaacc
tgctacaatg
cacaacaatc
cctgacagcc
atcgaagatg
gctgacactg
actgcaagca

tccaactgtc

gttgacctta
aattataaca
agagggtaca
actcccccag
agagacattc
aaaacagtct
aaaaacggga
acaaaaaaca
ttccgggeeg
ggtccagagc
aggagaggaa
cagcctttaa
aatataaaca
gcagctatag
atgagaagag
tactccgaca
atggacgtgg
gacgccagaa
agaagaagcg
caaagggccc
aaagcctata
gccttgatag
ggaaaaacat
agtgtggagc
cttattccag
ataggtctgt
acaaagaaag
ctggacgtag
atcactccta
atcgcaaacc
gacataggag
atagcggcag
aaagctacta

gacgggattg

tgtgccacgce
tgattatcat
tctcaacccg
gatcggtgga
ctgagagatc
ggtttgttcc
aacgggtgat
acgactggga
acagggtaat
gcgtcattct
gaattggaag
aaaatgatga
caccagaagg
acggggaata
gggatctacc
gaaggtggtg
agatctggac
catactctga
tctcaggtga
agaatgcttt
gacatgctat
ctgtgttgac
ctatcggctt
cccattggat
agccagacag
tattcgtgat
acctggggat
acctacatcc
tgatgagaca
aagcagctat
ttccacttct
tattgatgct
gagaagctca

ttgcaataga

cactttcacc
ggatgaagca
agtgggtatg
ggcctttcca
atggaactca
aagcatcaaa
ccaattgagc
ctatgtcgtc
agacccaagg
agccggaccg
gaaccaaaac
ggaccacgct
gattatccca
cagactgcgg
agtctggcta
cttcgatggg
aaaagaagga
cccactggct
cctaatatta
ggacaacttg
ggaagaactg
tggtggagtg
actctgcgtg
agcggectec
acagcgcact
attgacagtg
tggccatgta
agcttcagcc
cacaattgaa
attgatggga
cgccttgggg
agtagctcat
aaaaagaaca

cttagatccc

atgcgcectec
cacttcaccg
ggtgaagcag
cagagcaatg
ggctatgact
tcaggaaatg
agaaaaacct
acaacagaca
cggtgtctga
atgccagtga
aaggaaggtg
cattggacag
gcectetttg
ggtgaagcaa
tcctacaaag
gaaaggaaca
gaaagaaaga
ctgcgegagt
gaaataggga
gtcatgttgce
ccagacacaa
acgctgttct
atggcctcaa
atcatactgg
ccacaggaca
gcagccaatg
gctgctgaaa
tggaccctct
aacacaacgg
cttgacaagg
tgctattccc
tacgccataa
gcggctggaa
gtggtttacg

tgtctccegt
atccagccag
ctgcgatctt
caattatcca
ggatcactga
acattgccaa
ttgacactga
tttccgaaat
aaccggtaat
ctgtggccag
atcagtatat
aagcaaagat
agccggagag
ggaaaacgtt
ttgcctcaga
accaggtgtt
aactacgacc
ttaaagagtt
aacttccaca
acaattccga
tagaaacgtt
tcctatcagg
gcgcactgtt
agttctttct
accagctagc
agatgggatt
accaccacca
atgcagtggc
caaatatttc
gatggccaat
aagtgaatcc
ttggacctgg
taatgaaaaa

atgcaaaatt

5340

"~ 5400

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7080

7140
7200
7260
7320



-tgaaaaacag
gcggactaca
ttgggaggga
ttteaggggg
aggaggtagg
actaaaccaa
ggatagatcc
gagaggaacg
agtcatagac
agtcacagaa
ggcgacctat
acctgagaaa
agaggaagga
attttgcata
gCaaagaaaa
aatgtactgg
aatgttgcta
cttaggcgcet
tggccagagg
caatccatac
ctcatccatg
ggtcacacaa
gaaagttgac
agccaggtgg
ggagtttaca
tcaatggaac
agagagggag
gagagagaaa
gtggttggga
gttcagtaga
catactcaga
atgggacaca
ggagcccgaa

ggtaagggtg

ctaggccaaa
tgggccttgt
tctccaggaa
agttatctag
agaggcacgg
ctgagcaagt
gaagccaaag
gccaaactga
ctcggttgtg
gtgaaaggat
ggatggaacc
tgtgacaccc
agaacgttac
aaaattctaa
catggaggaa
gtttcatgtg
aatcggttca
ggaacaagac
atagagaata
aaaacatggg
gtcaatggcg
atagccatga
acgcgcacac
ttatggggtt
agaaaagtta
tcggcaaaag

cttcataaac

aaattaggag

gcacgcttcc
gagaattcac
gacatatcaa
agaataacag
catgccctgce

cagagaccag

taatgttgtt
gtgaatccat
aattctggaa
caggagcagg
gagcccaagg
cagaattcaa
agggactgaa
ggtggttcgt
gaagaggtgg
acacaaaagg
tagtaaggct
ttttgtgtga
gtgttctgaa
atccctatat
tgctagtgeg
gaacaggaaa
caatggctca
atgtggcagt
taaaaaatga
cctatcatgg
tggtgagatt
ctgataccac
caaaagcaaa
tcctttctag
ggtcaaacgc
aagcagtgga
aggggaaatg
agttcggaaa
tagagtttga
tcagtggagt
ggattccagg
aggatgatct
tggctacgtc

caaaaaatgg

gatactttgc
cacattggct
caccacaata
tctggccttc
ggaaacactg
tacttacaag
aagaggagaa
ggagaggaac
ctggtcatat
aggacctgga
gcactccgga
tattggtgag
aatggtggaa
gccgagegtg
aaacccactc
cattgtgtca
caggaagcca
agaaccagag
acataagtca
atcatatgag
gctcaccaaa
accctttgga
acgtggcaca
aaacaaaaaa
agctattgga
agacgaacgg
tgccacgtgt
ggcaaaagga
agcccttggt
ggaaggagaa
ggggaacatg
ccagaatgag
aatctttaag

aaccgtgatg

acatcacaga
actggacctc
gcggtatcca
tcattaatga
ggagaaaaat
aggagtggga
acaaccaaac
cttgtgaaac
tattgcgctg
catgaggaac
aaagatgtat
tcctctecga
ccatggctca
gtagaaactc
tcaagaaatt
gcagtaaaca
acatatgaaa
gtagccaacc
acatggcatt
gttaagccat
ccatgggatg
caacagaggg
gcacaaatta
cccagaattt
gcagtgttcg
ttctgggaac
gtctacaata
agtcgtgcaa
ttcatgaatg
ggactccaca
tatgcagatg
gctaaaatca
ctgacctacc

gatgttatat

ttcttttgat
tgaccactct
tggcaaacat
aatctctagg
ggaaaagaca
ttatggaggt
acgcagtatc
cagaagggaa
ggctgaagaa
caatcccaat
tttttatacc
acccaactat
gaggaaacca
tggaacaaat
ccacccatga
tgacatctag
gagacgtgga
tagatatcat

atgatgagga

‘caggatcggc

ttatccccat
tgtttaaaga
tggaagtgac
gcacaagaga
ttgatgaaaa
ttgtccacag
tgatggggaa
tatggtacat
aagatcactg
aacttggata
acacagccgg
ctgacatcat
aaaataaggt

ccagacgtga

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640

8700

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360



ccagagaggc
ccaac%gata
aaatctagcc
aafggéaatc
cttaacagct
aaaaggatgg
tatgaaggat
ggccagagta
atatgcacaa
cgctatttgt
ccatgcccat
gatagaggaa
atacctagga
cacctgggcc
gaattatcta
ggcactctgg
agaagtcagg
caaggacgta
gctccatcgt
ggtagcagac
acaccagggg
aacaataaac
attccaggca
<210> 2

<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

agtggacagg
agacaaatgg
ggaagagttc
agcggagatg
ttgaatgaca
aatgattggc
gggagggaga
tcacaaggcg
atgtggcagc
tcagcegttc
caccaatgga
aacccatgga
aagagggaag
actaatatac
gattacatga
taagtcaaca
ccagattaag
aaatgaagtc
ggggatgtaa
tagtggttag
aagctgtacc
agcatattga

cagaacgcca

10735
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.

Virus da Dengue de tipo 1 de carater 16007 precursor de

. (10735

poliprotileno,

<400> 2

ttggaactta
agtctgaggg
tcgactggtt
actgtgtggt
tgggaaaagt
aacaagtgcc
tagtggtgcc
ccggatggag
tgatgtattt
cagttgattg
tgacaacaga
tggaggataa
atcagtggtg
aagtggccat
catcaatgaa
cattcacaaa
ccatagtacg
aggccgaaag
aaacccggga
aggagacccc
ctggtggtaa
cgctgggaga

gaaaatggaa

tggcttaaac
aatcttttta
ggaaaaatat
gaaaccaatt
aagaaaagac
tttctgttca
atgccgcaac
cctgagagaa
ccacaggaga
ggtcccaacc
agacatgtta
gactcatgtg
tggatccctg
aaaccaagtg
gagattcaag
ataaaggaaa
gtaagagcta
ccacggtrttyg
ggctgcaacc
tcccaagaca
ggactagagg
gaccagagat

tggtgctgtt

completo cds

actttcacca
cccagcgaat
ggtgtcgaaa
gatgacaggt
ataccacaat
caccacttcc
caagatgaac
accgcatgcc
gacctgagac
agccgceacca
tcagtatgga
tccagttggg
ataggcttaa
agaaggctca
aatgagagtg
ataaaaaatc
tgctgectgt
agcaagccgt
catggaagct
caacgcagca
ttagaggaga
cctgctgtct

gaatcaacag

acatggaggc
tggaaacccc
ggctgaaaag
tcgcaacagce
gggaaccttc
accagctaat
ttgtggggag
taggcaagtc
tggcggctaa
cctggtcgat
atagggtctg
aagaagttcc
cagcaagggc
ttgggaatga
atcccgaagg
aaatgaggca
gagccccgtce
gctgectgtg
gtacgcatgg
gcggggecca
cccccegegt
ctacagcatc

gttct

agttgttagt ctacgtggac cgacaagaac agtttcgaat cggaagcttg cttaacgtag

ttctaacagt tttttattag agagcagatc tctgatgatc aaccaacgaa aaaagacggg

tcgaccgtct ttcaatatgc tgaaacgcgc gagaaaccgc gtgtcaactg tttcacagtt

ggcgaagaga ttctcaaaag gattgctctc aggccaagga cccatgaaat tggtgatgge

9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10735

60
120
180
240



tttcatagca

gggctcattc

aaacatgcta
gctcaéagcc
caagcaggaa
cctcattgceg
gatcactgag
gacctatgga
ggccccacac
tgcttggaaa
gatagccctt
cattttgctg
agacttcgtg
ttgcgtcacc
ggtcacaaac
caccgattcg
ctttgtgtgc
aaaaggtagt
agttcaatat
ccaggtggga
tacgtcggaa
agggctagat
caaacaatgg
gacttggaac
agtagtcgta
aatccaaacg
ggacaaacta
gaaagaagtg
agacgcacca
gagattaata
agaaccaccc
aagctggttc
acgaaggatg

cacgtctatg

ttcttaagat
aagaagaatg
aacataatga
ctggcgttcc
agaggaaagt
atggatttgg
gcggaaccag
acgtgctctc
gtggggcttg
cagatacaaa
tttctagcac
atgctggtaa
gaaggactgt
accatggcaa
cctgcagttce
agatgtccaa
cgacgaacgt
ctaataacgt
gaaaacctaa
aatgagacta
atacagctga
tttaacgaga
tttctagact
agacaagatt
ctaggatcac
tcaggaacga
actttaaaag
gctgagaccc
tgcaagattc
acagccaacc
tttggtgaga
aagaaaggaa
gccattctgg

ggaaaactgg

ttctagccat
gagcgattaa
acaggaggaa
atctgacgac
cacttttgtt
gagagttgtg
atgacgttga
aaactggcga
gcctagaaac
aagtagagac
atgccatagg
caccatctat
caggagcaac
aaaacaaacc
tgcgtaaatt
cacaaggaga
tcgtggacag
gtgccaagtt
aatattcagt
cagaacatgg
ccgactacgg
tggtgttgct
taccactgcc
tactggtcac
aagaaggagc
caacaatttt
ggatgtcata
agcatggaac
ccttttcgac
ccatagtcac
gctacatcgt
gcagcatagg
gagacaccgc

tacaccaggt

acccccaaca
agtgttacgg
aagatccgtg
acgaggggga
caagacctct
tgaggacacg
ctgttggtgc
acaccgacga
aagagccgaa
ttgggctctg
aacatccatc
ggccatgcga
atgggtggat
aacactggac
gtgcattgaa
agccacactg
aggctggggce
taagtgtgtg
gatagtcacc
aacaactgca
aacccttaca
gacaatgaaa
ttggacctct
atttaagaca
aatgcacact
cgcaggacac
tgtgatgtgc
tgttctggtg
ccaagatgag
tgacaaagaa
ggtaggagca
gaaaatgttt
atgggacttc

ttttggaact

gcaggaattt
ggtttcaaga
accatgctcc
gagccgcata
gcaggtgtca
atgacctaca
aatgccacgg
gacaaacgtt
acgtggatgt
agacatccag
acccagaaag
tgcgtgggaa
gtggtactgg
attgaactct
gctaaaatat
gtggaagaac
aatggctgtg
acaaaactag
gtccacactg
accataacac
ttagattgtt
gaaagatcat
ggggcttcaa
gctcatgcaa
gcgctgactg
ctaaaatgca
acaggctcat
caggttaaat
aaaggagcaa
aaaccagtca
ggtgaaaaag
gaagcaactg
ggttctatag

gcatatggag

tggctagatg
gégaaatctc
ttatgctgct
tgatagttag
acatgtgcac
aatgccccceg
acacatgggt
ccgtcgecatt
cctctgaagg
gattcacggt
ggatcatttt
taggcaacag
agcatggaag
tgaagacgga
caaacaccac
aagacgcgaa
ggctattcgg
aaggaaagat
gagatcagca
ctcaagctcc
cacctaggac
ggcttgtcca
catcccaaga
agaagcagga
gagcgacaga
gactaaaaat
tcaagttaga
atgaaggaac
cccagaatgg
atattgaggc
ctttgaaact
cccgaggagc
gaggagtgtt
ttttgtttag

300
l360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



cggagtttct
ttcaaggaac
aggagtcatg
atgfgéaagc
ccaggctgac
gtgtggaatc
attgaaccac
tggaatcttg
gtggaaaagc
catcgacggc
agtagaggac
ctacacccaa
ccatgctgac
agcctecttt
tggagttctg
caactacaga
actagatttc
aggaccatct
atcttgtacg
aatcagacca
aggagaagtg
gatgagatcc
tcttataatg
caacgcttca
aatgagacca
tcttcttaca
gctgggggat
acaccagcta
ctatgcatgg
gtccacgacc
accactaccc
caatgaagga
tgatgtgccg

atccggaagc

tggaccatga
acgtcccttt
gttcaggcag
ggcatttttg
tcccccaaga
cgatcagcca
atcctacttg
gcccaaggga
tggggaaaag
ccaaacaccc
tatggatttg
gtatgtgacc
atggggtact
atagaagtta
gaaagtgaaa
ccaggatatt
gatttttgtg
ctcagaacca
ctacccccecc
gtgaaggaca
gacagctttt
agatggagca
ggacaattga
gacaagatgg
atgttcgccg
attggcttga
ggacttgcaa
tgggctactc
aagacaatgg
tctcaaaaaa
atgtttctta
attatggctg
ctagccggcec

tcagctgatt

aaataggaat
cgatgatgtg
attcgggatg
tcactaatga
gactatcagc
ctcgtctcga
aaaatgacat
aaaaaatgat
ccaaaatcat
cagaatgccc
ggattttcac
accggctgat
ggatagaaag
agacatgcat
tgataattcc
tcacacaaac
aaggtaccac
caacagtcac
tacgtttcaa
aggaagagaa
cactaggact
aaaaaatgct
catggagtga
ggatgggaac
tcgggctatt
gcctggtgge
taggcatcat
tgctatcctt
ctatggtact
caacatggct
taacagaaaa
ttggaatagt
cattaatagc

tatcactgga

agggattctg
catcgcagtt
tgtaatcaac
agttcacact
agccattggg
gaacatcatg
gaaatttaca
taggccacaa
aggagcggat
tgacaatcaa
gacaaacata
gtcagctgcc
tgaaaagaac
ctggccaaaa
aaagatatat
agcagggceceg
agttgttgtg
aggaaagata
aggggaagac
cctggtcaag
gctatgcata
gatgactgga
tctgatcagg
aacgtaccta
atttcgcaga
atccgtggag
gatgttgaaa
gacatttatt
gtcaattgta
tccggtgcetg
caaaatctgg
tagtattcta
tggaggcatg
gaaagcggct

ctgacatggc
ggcatggtca
tggaaaggca
tggacagagc
aaggcatggg
tggaaacaaa
gtggtcgtgg
cccatggaac
gtacagaaca
agagcatgga
tggttgaaat
attaaggaca
gagacatgga
tcccacactce
ggaggaccaa
tggcacctag
gatgaacatt
atccatgaat
gggtgttggt
tcaatggtct
tcaataatga
acactggctg
ttatgtatta
gctttaatgg
ctaacatcta
ctaccaagtt
ttattgactg
aaaacaactt
tctctecttcc
ttgggatctc
ggaaggaaga
ctaagttcac
ctaatagcat

gaggtctcct

taggattaaa
cactgtacct
gagaacttaa
aatacaaatt
aggagggtgt
tatcaaatga
gagatgttag
acaaatactc
ccaccttcat
atatttggga
tgcgtgactc
gcaaggcagt
agttggcgag
tatggagcaa
tatctcagca
gcaagtfgga
gtggaaatcg
ggtgctgcag
acggcatgga
ctgcagggtc
ttgaagaagt
tgttcctect
tggttggagc
ccactttcaa
gagaagttct
ccctagagga
attttcagtc
tttcattgca
ctttatgcct
ttggatgcaa
gttggcccct
ttttaaaaaa

gttatgtcat

gggaggaaga

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



agcagaacac
gaagataaaa
ggcagtctca
gcaga;aaag
aagagcagtt
ccaagtagga
gggagctgtc
agacttgatc
agtacaggtg
taccttcaag
atctggatct
ggtgacaaca
gcctctacca
acatccagga
aaggaagctg
ggcactcaag
aaaggagata
gagagttccc
catagcagcc
tatgacagcc
agatgaggaa
ttttccaggt
ctgtttaaga
gtaccagaaa
gggagcaaat
actaaaagat
tgccgcccag
ttacatggga
gctccttgac
agaaaagagt
cgtggagctc
aggcttccag
ggaggagaac
tcgctggttg

tcaggcgect
gatgaagaga
ggggtgtacc
aaacagagat
cttgatgatg
gtaggagttt
ctcatgtatc
tcatatggag
attgctgttg
acccctgaag
cccatcgtaa
agcggaactt
gagattgagg
tcgggaaaaa
cgcacgctaa
ggagtgccaa
gttgacctta
aattataaca
agagggtaca
actcccccag
agagacattc
aaaacagtct
aaaaacggga
acaaaaaaca
ttccgggecg
ggtccagagc
aggagaggaa
cagcctttaa
aatataaaca
gcagctatag
atgagaagag
tactccgaca
atggacgtgg

gacgccagaa

cacacaacat
gagatgacac
caatgtcaét
caggagtgct
gcatctatag
tccaagaagg
aaggaaaaag
gaggttggag
aaccgggaaa
gcgaagttgg
acagagaggg
acgttagtgce
acgaggtgtt
caagaagata
tcctagetcec
taaggtatca
tgtgccacgce
tgattatcat
tctcaacccyg
gatcggtgga
ctgagagatc
ggtttgttcc
aacgggtgat
acgactggga
acagggtaat
gcgtcattct
gaattggaag
acaatgatga
caccagaagg
acggggaata
gggatctacc
gaaggtggtg
agatctggac

catactctga

actagtagag
gctcaccatt
accagcgacc
atgggacaca
aattttgcaa
cgtgttccac
gctggaacca
gtttcaagga
aaaccccaaa
agccatagec
aaaaatagta
catagctcaa
taggaaaaga
ccttecagec
cacaagagtt
gacaacagca
cactttcacc
ggatgaagca
agtgggtatg
ggcctttcca
atggaactca
aagcatcaaa
ccaattgagc
ctatgtcgtc
agacccaagg
agccggaccg
gaaccaaaac
ggaccacgct
gattatccca
cagactgcgg
agtctggcta
cttcgatggg
aaaagaagga

cccactggcet

gttcaagatg
ctccttaaag
ctttttgtgt
cccagecccc
agaggactgt
acaatgtggc
agctgggeca
tcctggaaca
aatgtacaaa
ttagacttta
ggtctttatg
gctaaggcat
aacttaacaa
atagtccgtg
gtcgcttctg
gtgaagagtg
atgcgectcc
cacttcaccg
ggtgaagcag
cagagcaatg
ggctatgact
tcaggaaatg
agaaaaacct
acaacagaca
cggtgtctga
atgccagtga
aaggaaggtg
cattggacag
gccctctatg
ggtgaagcaa
tcctacaaag
gaaaggaaca
gaaagaaaga

ctgcgcgagt

atggaaccat
caactctgct
ggtatttttg
cagaagtgga
tgggcaggtc
acgtcactag
gtgtcaaaaa
cgggagaaga
caacgccggg
aacctggcac
gaaatggagt
cacaagaagg
taatggacct
aggccataaa
aaatggcaga
aacacacagg
tgtctcecegt
atccagccag
ctgcgatctt
caattatcca
ggatcactga
acattgccaa
ttgacactga
tttccgaaat
aaccggtaat
ctgtggccag

atcagtatat

aagcaaagat -

agccggagag
ggaaaacgtt
ttgcctcaga
accaggtgtt
aactacgacc

ttaaagagtt

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360



”tgcagcagga
acatttgacg
acaaggagga
gatgctccta
aagaggtcta
atggatggcec
gatggtactg
atatgtggtg
attggaaacc
tgctacaatg
cacaacaatc
cctgacagcc
atcgaagatg
gctgacactg
actgcaagca
tccaactgtc
tgaaaaacaa
gcggactaca
ttgggaggga
ttrcaggggg
aggaggtagg
actaaaccaa
ggatagatcc
gagaggaacg
agtcatagac
agtcacagaa
ggcgacctat
acctgagaaa
agaggaagga
attttgcata
gcaaagaaaa
aatgtactgg
aatgttgcta

cttaggcgct

agaagaagcg
caaagggccc
aaagcctata
gccttgatag
ggaaaaacat
agtgtggagc
cttattccag
ataggtctgt
acaaagaaag
ctggacgtag
atcactccta
atcgcaaacc
gacataggag
atagcggcag
aaagctacta
gacgggattg
ctaggccaaa
tgggccttgt
tctccaggaa
agttatctag
agaggcacgg
ctgagcaagt
gaagccaaag
gccaaactga
ctcggttgtg
gtgaaaggat
ggatggaacc
tgtgacaccc
agaacgttac
aaaattctaa
catggaggaa
gtttcatgtg
aatcggttca

ggaacaagac

tctcaggtga
agaatgcttt
gacatgctat
ctgtgttgac
ctatcggctt
cccattggat
agccagacag
tattcatgat
acctggggat
acctacatcc
tgatgagaca
aagcagctat
ttccacttct
tattgatgct
gagaagctca

ttgcaataga

‘taatgtrgtt

gtgaatccat
aattctggaa
caggagcagg
gagcccaagg
cagaattcaa
agggactgaa
ggtggttcgt
gaagaggtgg
acacaaaagg
tagtaaagct
ttttgtgtga
gtgttctgaa
atccctatat
tgctagtgceg
gaacaggaaa
caatggctca

atgtggcagt

10

cctaatatta
ggacaacttg
ggaagaactg
tggtggagtg
actctgcgtg
agcggectec
acagcgcact
attgacagtg
tggccatgta
agcttcagec
cacaattgaa
attgatggga
cgcecttgggy
agtagctcat
aaaaagaacé
cttagatccc
gatactttgc
cacattggcet
caccacaata
tctggectte
ggaaacactg
tacttacaag
aagaggagaa
ggagaggaac
ctggtcatat
aggacctgga
gcactccgga
tattggtgag
aatggtggaa
gccgagcegtg
aaacccactc
cattgtgtca
caggaagcca

agaaccagag

gaaataggga
gtcatgttgc
ccagacacaa
acgctgttct
atggcctcaa
atcatactgg
ccacaggaca
gcagccaatg
gctgctgaaa
tggaccctct
aacacaacgg
cttgacaagg
tgctattecc
tacgccataa
gcggctggaa
gtggtttacg
acatcacaga
actggacctc
gcggtatcca
tcattaatga
ggagaaaaat
aggagtggga
acaaccaaac
cttgtgaaac
tattgcgctg
catgaggaac
aaagatgtat
tcctctecga
ccatggctca
gtagaaactc
tcaagaaatt
gcagtaaaca
acatatgaaa

gtagccaacc

aacttccaca
acaattccga
tagaaacgtt
tcctatcagg
gcgcactgtt
agttctttct
accagctagc

agatgggatt

accaccacca .

atgcagtggc
caaatatttc
gatggccaat
aagtgaatcc
ttggacctgg
taatgaaaaa
atgcaaaatt
ttcttttgat
tgaccactct
tggcaaacat
aatctctagg
ggaaaagaca
ttatggaggt
acgcagtatc
cagaagggaa

ggctgaagaa

caatcccaat

trtttatacc
acccaactat
gaggaaacca
tggaacaaat
ccacccatga
tgacatctag
gagacgtgga
tagatatcat

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



tggccagagg
caatccatac
ctcatccatg
ggtcacacaa
gaaagttgac
agccaggtgg
ggagtttaca
tcaatggaac
agagagggag
gagagagaaa
gtggttggga
gttcagtaga
catactcaga
atgggacaca
ggagcccgaa
ggtaagggtg
ccagagaggc
ccaactgata
aaatctagcc
aatggcaatc
cttaacagct
aaaaggatgg
tatgaaggat
ggccagagta
atatgcacaa
cgctatttgt
ccatgcccat
gatagaggaa
atacctagga
cacctgggcec
gaattatcta
ggcactctgg
agaagtcagg

caaggacgta

atagagaata
aaaacatggg
gtcaatggcg
atagccatga
acgcgcacac
ttatggggtt
agaaaagtta
tcggcaaaag
cttcataaac
aaattaggag
gcacgcttcc
gagaattcac
gacatatcaa
agaataacag
catgccctge
cagagaccag
agtggacagg
agacaaatgg
ggaagagttc
agcggagatg
ttgaatgaca
aatgattggc
gggagggaga
tcacaaggcg
atgtggcagc
tcagccgttc
caccaatgga
aacccatgga
aagagggaag
actaatatac
gattacatga
taagtcaaca
ccagattaag

aaatgaagtc

taaaaaatga
cctatcatgg
tggtgagatt
ctgataccac
caaaagcaaa
tcctttctag
ggtcaaacgc
aagcagtgga
aggggaaatg
agttcggaaa
tagagtttga
tcagtggagt
ggattccagg
aggatgatct
tggctacgtc
caaaaaatgg
ttggaactta
agtccgaggg
tcgactggtt
actgtgtggt
tgggaaaagt
aacaagtgcc
tagtggtgcc
ccggatggag
tgatgtattt
cagttgattg
tgacaacaga
tggaggataa
atcagtggtg
aagtggccat
catcaatgaa
cattcacaaa
ccatagtacg

aggccgaaag

11

acataagtca
atcatatgag
gctcaccaaa
accctttgga
acgtggcaca
aaacaaaaaa
agctattgga
agacgaacgg
tgccacgtgt
ggcaaaagga
agcccttggt
ggaaggagaa
ggggaacatg
ccagaatgag
aatctttaag
aaccgtgatg
tggcttaaac
aatcttttta
ggaaaaatat
gaaaccaatt
aagaaaagac
tttctgttca
atgccgcaac
cctgagagaa
ccacaggaga
ggtcccaacc
agacatgtta
gactcatgtg
tggatccctg
aaaccaagtg
gagattcaag
ataaaggaaa
gtaagagcta

ccacggtttg

acatggcatt
gttaagccat
ccatgggatg
caacagaggg
gcacaaatta
cccagaattt
gcagtgttcg
ttctgggaac
gtctacaata
agtcgtgcaa
ttcatgaatg
ggactccaca
tatgcagatg
gctaaaatca
ctgacctacc
gatgttatat
actttcacca
cccagcgaat
ggtgtcgaaa
gatgacaggt
ataccacaat
caccacttcc
caagatgaac
accgcatgcc
gacctgagac
agccgcacca
tcagtatgga
tccagttggg
ataggcttaa
agaaggctca
aatgagagtg
ataaaaaatc
tgctgcctgt

agcaagccgt

atgatgagga
caggatcggc
ttatccccat
tgtttaaaga
tggaagtgac
gcacaagaga
ttgatgaaaa
ttgtccacag
tgatggggaa
tatggtacat
aagatcactg
aacttggata
acacagccgg
ctgacatcat
aaaataaggt
ccagacgtga
acatggaggc
tggaaacccc
ggctgaaaag
tcgcaacagce
gggaaccttc
accagctaat
ttgtggggag
taggcaagtc
tggcggctaa
cctggtcgat
atagggtctg
aagaagttcc
cagcaagggc
ttgggaatga
atcccgaagg
aaatgaggca
gagccccgte

gctgcecctgtg

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440



gctccatcgt
ggtagfagac
acaccagggg
aacaataaac
attccaggca
<210>
<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

ggggatgtaa
tagtggttag
aagctgtacc
agcatattga

cagaacgcca

3

10735

Virus da Dengue
misc_feature

(1.
LAV-

. (10735
1

aaacccggga
aggagacccc
ctggtggtaa
cgctgggaga

gaaaatggaa

12

ggctgcaacc
tcccaagaca
ggactagagg
gaccagagat

tggtgctgtt

Virus da Dengue de tipo 1 de carater
poliprotileno,

<400> 3
agttgttagt

ttctaacagt
tcgaccgtct
ggcgaagaga
tttcatagca
gggctcattc
aaacatgcta
gcecacagcec
caagcaggaa
cctcattgeg
gatcactgag
gacctatgga
ggccccacac
tgcttggaaa
gatagccctt
cattttgctg
agacttcgtg
ttgcgtcacce
ggtcacaaac
caccgattcg

ctttgtgtgce

ctacgtggac
tttttattag
ttcaatatgc
ttctcaaaag
ttcttaagat
aagaagaatg
aacataatga
ctggcgttcc
agaggaaagt
atggatttgg
gcggaaccag
acgtgctctc
gtggggcttyg
cagatacaaa
tttctagcac
atgctggtaa
gaaggactgt
accatggcaa
cctgcagttc
agatgtccaa

cgacgaacgt

cgacaagaac
agagcagatc
tgaaacgcgc
gattgctctc
ttctagccat
gagcgattaa
acaggaggaa
atctgacgac
cacttttgtt
gagagttgtg
atgacgttga
aaactggcga
gcctagaaac
aagtagagac
atgccatagg
caccatctat
caggagcaac
aaaacaaacc
tgcgtaaatt
cacaaggaga

tcgtggacag

completo cds

agtttcgaat
tctgatgatc
gagaaaccgc
aggccaagga
acccccaaca
agtgttacgg
aagatccgtg
acgaggggga
caagacctct
tgaggacacyg
ctgttggtgc
acaccgacga
aagagccgaa
ttgggctctg
aacatccatc
ggccatgcga
atgggtggat
aacactggac
gtgcattgaa
agccacactg

aggctggggc

catggaagct

caacgcagca gcggggecca

ttagaggaga
cctgctgtct

gaatcaacag

(PDK-13)

cggaagcttg
aaccaacgaa
gtgtcaactg
cccatgaaat
gcaggaattt
ggtttcaaga
accatgctcc
gagccgcata
gcaggtgtca
atgacctaca
aatgccacgg
gacaaacgtt
acgtggatgt
agacatccag
acccagaaag
tgcgtgggaa
gtggtactgg
attgaactct
gctaaaatat
gtggaagaac
aatggctgtg

gtacgcatgg

ccccecgegt
ctacagcatc

gttct

precursor de

cttaacgtag
aaaagacggg
tttcacagtt
tggtgatggc
tggctagatg
gagaaatctc
ttatgctgcet
tgatagttag
acatgtgcac
aatgcccccg
acacatgggt
ccgtcgcatt
cctctgaagg
gattcacggt
ggatcatttt
taggcaacag
agcatggaag
tgaagacgga
caaacaccac
aagacgcgaa

ggctattcgg

10500
10560
10620
10680
10735

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260



l‘aaaaggtagt
agctcaatat
ccaggtggga
taegtiggaa
agggctagat
caaacagtgg
gacttggaac
agtagtcgta
aatccaaacg
ggacaaacta
gaaagaagtg
agacgcacca
gagattaata
agaaccaccc
aagctggttc
acgaaggatg
cacgtctatg
cggagtttct
ttcaaggaac
aggagtcatg
atgtggaagc
ccaggctgac
gtgtggaatc
attgaaccac
tggaatcttg
gtggaaaagc
catcgacggc
agtagaggac
ctacacccaa
ccatgctgac
agcctecttt
tggagttctg
caactacaga

actagatttc

ctaataacgt
gaaaacctaa
aatgagacta
atacagctga
tttaacgaga
tttctagact
agacaagatt
ctaggatcac
tcaggaacga
actttaaaag
gctgagaccc
tgcaagattc
acagccaacc
tttggtgaga
aagaaaggaa
gccattctgg
ggaaaactgg
tggaccatga
acgtcccttt
gttcaggcag
ggcatttttg
tcccccaaga
cgatcagcca
atcctacttg
gcccaaggga
tggggaaaag
ccaaacaccc
tatggatttg
gtatgtgacc
atggggtact
atagaagtta
gaaagtgaaa
ccaggatatt

gatttttgtg

gtgccaagtt
aatattcagt
cagaacatgg
ccgactacgg
tggtgrtgct
taccactgcc
tactggtcac
aagaaggagc
caacaatttt
ggatgtcata
agcatggaac
ccttttcgac
ccatagtcac
gctacatcgt
gcagcatagg
gagacaccgc
tacaccaggt
aaataggaat
cggtgatgtg
attcgggatg
tcactaatga
gactatcagc
ctcgtctcga
aaaatgacat
aaaaaatgat
ctaaaatcat
cagaatgccc
ggattttcac
accggctgat
ggatagaaag
agacatgcat
tgataattcc
tcacacaaac

aaggtaccac
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taagtgtgtg
gatagtcacc
aacaactgca
aacccttaca
gacaatgaaa
ttggacctct
atttaagaca
aatgcacact
cgcaggacac
tgtgatgtgc
tgttctggtg
ccaagatgag

tgacaaagaa

ggtaggagca

gaaaatgttt
atgggacttc
ttttggaact
agggattctg
catcgcagtt
tgtaatcaac
agttcacact
agccattggg
gaacatcatg
gaaatttaca
taggccacaa
aggagcggat
tgacaatcaa
gacaaacata
gtcagctgcec
tgaaaagaac
ctggccaaaa
aaagatatat
agcagggecg
agttgttgtg

acaaaactag
gtccacactg
accataacac
ttagattgtt
aagaaatcat
ggggctttaa
gctcatgcaa
gcgctgactg
Cctaaaatgca
acaggctcat
caggttaaat
aaaggagcaa
aaaccagtca
ggtgaaaaag
gaagcaactg
ggttctatag
gcatatggag
ctgacatggc
ggcatggtca
tggaaaggca
tggacagagc
aaggcatggg
tggaaacaaa
gtggtcgtgg
cccatggaac
gtacagaaca
agagcatgga
tggttgaaat
attaaggaca
gagacatgga
tcccacactc
ggaggaccaa
tggcacctag
gatgaacatt

aaggaaagat
gagatcagca
ctcaagctcc
cacctaggac
ggcttgtcca
catcccaaga
agaagcagga
gagcgacaga
gactaaaaat
tcaagttaga
atgaaggaac
cccagaatgg
atattgaggc
ctttgaaact
cccgaggagce
gaggagtgtt
ttttgtttag
taggattaaa
cactgtacct
gagaacttaa
aatacaaatt
aggagggtgt
tatcaaatga
gagacgttag
acaaatactc
ccaccttcat
atatttggga
tgcgtgactc
gcaaggcagt
agttggcgag
tatggagcaa
tatctcagca
gcaagttgga
gtggaaatcg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



'aggaccatct
atcttgtacg
aatcagacca
aggagdagtg
gatgagatcc
tcttataatg
caacgcttca
aatgagacca
tcttcttaca
gctgggggat
acaccagcta
ctatgcatgg
gtccacgacc
accactaccc
caatgaagga
tgatgtgccg
atccggaagc
agcagaacac
gaagataaaa
ggcagtctca
gcagaaaaag
aagagcagtt
ccaagtagga
gggagctgtc
agacttgatc
agtacaggtg
taccttcaag.
atctggatct
ggtgacaaca
gcctctacca
acatccagga
aaggaagctg
ggcactcaag

aaaggagata

ctcagaacca
ctaccccccc
gtgaaggaca
gacagctttt
agatggagca
ggacaattga
gacaagatgg
atgttcgecg
attggcttga
ggacttgcaa
tgggctactc
aagacaatgg
tctcaaaaaa
atgtttctta
attatggctg
ctagccggcec
tcagctgatt
tcaggcegect
gatgaagaga
ggggtgtacc
aaacagagat
cttgatgatg
gtaggagttt
ctcatgtatc
tcatatggag
attgctgttg
acccctgaag
cccatcgtaa
agcggaactt
gagattgagg
tcgggaaaaa
cgcacgctaa
ggagtgccaa

gttgacctta

caacagtcac
tacgtttcaa
aggaagagaa
cactaggact
aaaaaatgct
catggagtga
ggatgggaac
tcgggetatt
gcctggtgge
taggcatcat
tgctatcctt
ctatggtact
caacatggct
taacagaaaa
ttggaatagt
cattaatagc
tatcactgga
cacacaacat
gagatgacac
caatgtcaat
caggagtgct
gcatctatag
tccaagaagg
aaggaaaaag
gaggttggag
aaccgggaaa
gcgaagttgg
acagagaggg
acgttagtgc
acaaggtgtt
caagaagata
tcctagetec
taaggtatca

tgtgccacgc
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aggaaagata
aggggaagac
cctggtcaag
gctatgcata
gatgactgga
tctgatcagg
aacgtaccta
atttcgcaga
atccgtggag
gatgttgaaa
gacatttatt
gtcaattgta
tccggtgetg
caaaatctgg
tagtattcta
tggaggcatg
gaaagcggct
actagtagag
gctcaccatt
accagcgacc
atgggacaca
aattttgcaa
cgtgttccac
gctggaacca
gtttcaagga
aaaccccaaa
agccatagcec
aaaaatagta
catagctcaa
taggaaaaga
cctteccagec
cacaagagtt
gacaacagca

cactttcacc

atccatgaat
9ggtgttggt
tcaatggtct
tcaataatga
acactggctg
ttatgtatta
gctttaatgg
ctaacatcta
ctaccaagtt
ttattgactg
aaaacaactt
tctctcttcc
ttgggatctc
ggaaggaaga
ctaagttcac
ctaatagcat
gaggtctcct
gttcaagatg
ctccttaaag
ctttttgtgt
cccageeecce
agaggactgt
acaatgtggc
agctgggceca
tcctggaaca
aatgtacaaa
ttagacttta
ggtctttatg
gctaaggcat
aacttaacaa
atagtccgtg
gtcgcttctg
gtgaagagtg

atgcgectcc

ggtgctgcag
acggcatgga
ctgcagggtc
ttgaagaagt
tgttcctect
tggttggagce
ccactttcaa
gagaagttct
ccctagagga
attttcagtc
tttcattgca
ctttatgect
ttggatgcaa
gttggccect
ttttaaaaaa
gttatgtcat
gggaggaaga
atggaaccat
caactctgct
ggtatttttg
cagaagtgga
tgggcaggtc
acgtcactag
gtgtcaaaaa
<gggagaaga
caacgccggg
aacctggcac
gaaatggagt
cacaagaagg
taatggacct
aggccataaa
aaatggcaga
aacacacagg

tgtctccegt

3360

3420 -

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

- 5040

5100
5160
5220
5280
5340



gagagttccc
catagcagcc
tatgacagcc
agat&hggaa
ttttccaggt
ctgtttaaga
gtaccagaaa
gggagcaaat
actaaaagat
tgccgeccag
ttacatggga
gcteccttgac
agaaaagagt
cgtggagctc
aggcttccag
ggaggagaac
tcgetggttyg
tgcagcagga
acatttgacg
acaaggagga
gatgctccta
aagaggtcta
atggatggcc
gatggtactyg
atatgtggtg
attggaaacc
tgctacaatg
cacaacaatc
cctgacagcc
atcgaagatg
gctgacactg
actgcaagca
tccaactgtce

tgaaaaacag

aattataaca
agagggtaca
actcccccag
agagacattc
aaaacagtct
aaaaacggga
acaaaaaaca
ttccgggcecg
ggtccagagc
aggagaggaa
cagcctttaa
aatataaaca
gcagctatag
atgagaagag
tactccgaca
atggacgtgg
gacgccagaa
agaagaagcg
caaagggccc
aaagcctata
gccttgatag
ggaaaaacat
agtgtggagc
cttattccag
ataggtctgt
acaaagaaag
ctggacgtag
atcactccta
atcgcaaacc
gacataggag
atagcggcag
aaagctacta

gacgggattg

ctaggccaaa

tgattatcat
tctcaacccg
gatcggtgga
ctgagagatc
ggtttgttcc
aacgggtgat
acgactggga
acagggtaat
gcgtcattct
gaattggaag
acaatgatga
caccagaagg
acggggaata
gggatctacc
gaaggtggtg
agatctggac
catactctga
tctcaggtga
agaatgcttt
gacatgctat
ctgtgttgac
ctatcggcett
cccattggat
agccagacag
tattcgtgat
acctggggat
acctacatcc
tgatgagaca
aagcagctat
ttccacttct
tattgatgct
gagaagctca
ttgcaataga

taatgttgtt
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ggatgaagca
agtgggtatg
ggccttteca
atggaactca
aagcatcaaa
ccaattgagc
ctatgtcgtc
agacccaagg
agccggaccg
gaaccaaaac
ggaccacgct
gattatccca
cagactgcgg
agtctggcta
cttcgatggg
aaaagaagga
cccactggcet
cctaatatta
ggacaacttg
ggaagaactg
tggtggagtg
actctgcgtg
agcggectece
acagcgcact
attgacagtg
tggccatgta
agcttcagec
cacaattgaa
attgatggga
cgccttgggg
agtagctcat
aaaaagaaca
cttagatccc

gatactttgc

cacttcaccg
ggtgaagcag
cagagcaatg
ggctatgact
tcaggaaatg
agaaaaacct
acaacagaca
cggtgtctga
atgccagtga
aaggaaggtg
cattggacag
gccctctttg
ggtgaagcaa
tcctacaaag
gaaaggaaca
gaaagaaaga
ctgcgcgagt
gaaataggga
gtcatgttgc
ccagacacaa
acgctgttct
atggcctcaa
atcatactgg
ccacaggaca
gcagccaatg
gctgctgaaa
tggaccctct
aacacaacgg
cttgacaagg
tgctatteccc
tacgccataa
gcggctggaa
gtggtttacg

acatcacaga

atccagccag
ctgcgatctt
caattatcca
ggatcactga
acattgccaa
ttgacactga
tttccgaaat
aaccggtaat
ctgtggccag
atcagtatat
aagcaaagat
agccggagag
ggaaaacgtt
ttgcctcaga
accaggtgtt
aactacgacc
ttaaagagtt
aacttccaca
acaattccga
tagaaacgtt
tcctatcagg
gcgeactgtt
agttctttct
accagctagc
agatgggatt
accaccacca
atgcagtggc
caaatatttc
gatggccaat
aagtgaatcc
ttggacctgg
taatgaaaaa
atgcaaaatt

ttcttttgat

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380



gcggactaca
ttgggaggga
tttcaggggg
aggaggtagg
actaaaccaa
ggatagatcc
gagaggaacg
agtcatagac
agtcacagaa
ggcgacctat
acctgagaaa
agaggaagga
attttgcata
gcaaagaaaa
aatgtactgg
aatgttgcta
cttaggcgcet
tggccagagg
caatccatac
ctcatccatg
ggtcacacaa
gaaagttgac
agccaggrgg
ggagtttaca
tcaatggaac
agagagggag
gagagagaaa
gtggrtggga
gttcagtaga
catactcaga
atgggacaca
ggagcccgaa
ggtaagggtg

ccagagaggc

tgggccttgt
tctccaggaa
agttatctag
agaggcacgg
ctgagcaagt
gaagccaaag
gccaaactga
ctcggttgtg
gtgaaaggat
ggatggaacc
tgtgacaccc
agaacgttac
aaaattctaa
catggaggaa
gtttcatgtg
aatcggttca
ggaacaagac
atagagaata
aaaacatggg
gtcaatggcg
atagccatga
acgcgcacac
ttatggggtt
agaaaagtta
tcggcaaaag
cttcataaac
aaattaggag
gcacgcttcc
gagaattcac
gacatatcaa
agaataacag
catgccctgce
cagagaccag

agtggacagg

gtgaatccat
aattctggaa
caggagcagg
gagcccaagg
cagaattcaa
agggactgaa
ggtggttcgt
gaagaggtgg
acacaaaagg
tagtaaagct
ttttgtgtga
gtgttctgaa
atccctatat
tgctagtgcg
gaacaggaaa
caatggctca
atgtggcagt
taaaaaatga
cctatcatgg
tggtgagatt
ctgataccac
caaaagcaaa
tcctttctag
ggtcaaacgc
aagcagtgga
aggggaaatg
agttcggaaa
tagagtttga
tcagtggagt
ggattccagg
aggatgatct
tggctacgtc
caaaaaatgg

ttggaactta

16

cacattggct
caccacaata
tctggecttce
ggaaacactg
tacttacaag
aagaggagaa
ggagaggaac
ctggtcatat
aggacctgga
gcactccgga
tattggtgag
aatggtggaa
gccgagegtg
aaacccactc
cattgtgtca
caggaagcca
agaaccagag
acataagtca
atcatatgag
gctcaccaaa
accctttgga
acgtggcaca
aaacaaaaaa
agctattgga
agacgaacgg
tgccacgtgt
ggcaaaagga
agcccttggt
ggaaggagaa
ggggaacatg
ccagaatgag
aatctttaag
aaccgtgatg

tggcttaaac

actggacctc

gcggtatcca.

tcattaatga
ggagaaaaat
aggagtggga
acaaccaaac
cttgtgaaac
tattgcgctg
catgaggaac
aaagatgtat
tcetetecga
ccatggctca
gtagaaactc
tcaagaaatt
gcagtaaaca
acatatgaaa
gtagccaacc
acatggcatt
gttaagccat
ccatgggatg
caacagaggg
gcacaaatta
cccagaattt
gcagtgttcg
ttctgggaac
gtctacaata
agtcgtgcaa
ttcatgaatg
ggactccaca
tatgcagatg
gctaaaatca
ctgacctacc
gatgttatat

actttcacca

tgaccactct
tggcaaacat
aatctctagg
ggaaaagaca
ttatggaggt
acgcagtatc
cagaagggaa
ggctgaagaa
caatcccaat
Trrrtatacc
acccaactat
gaggaaacca
tggaacaaat
ccacccatga
tgacatctag
gagacgtgga
tagatatcat
atgatgagga
caggatcggc
ttatccccat
tgtttaaaga
tggaagtgac
gcacaagaga
ttgatgaaaa
ttgtccacag
tgatggggaa
tatggtacat
aagatcactg
aacttggata
acacagccgg
ctgacatcat
aaaataaggt
ccagacgtga

acatggaggc

7440
7500

17560

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340

8400

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880

8940

9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420



ccaactgata
aaatctagcec
aatggcaatc
cttaacaget
aaaaggatgg
tatgaaggat
ggccagagta
atatgcacaa
cgctatttgt
ccatgcccat
gatagaggaa
atacctagga
cacctgggcc
gaattatcta
ggcactctgg
agaagtcagg
caaggacgta
gctccatcegt
ggtagcagac
acaccagggg
aacaataaac
attccaggca
<210> 4

<211> 38
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 4

DNA
Sequéncia Artificial

agacaaatgg
ggaagagttc
agcggagatg
ttgaatgaca
aatgattggc
gggagggaga
tcacaaggcg
atgtggcagc
tcagccgttc
caccaatgga
aacccatgga
aagagggaag
actaatatac
gattacatga
taagtcaaca
ccagattaag
aaatgaagtc
ggggatgtaa
tagtggttag
aagctgtacc
agcatattga

cagaacgcca

primer

agtctgaggg
tcgactggtt
actgtgtggt
tgggaaaagt
aacaagtgcc
tagtggtgec
ccggatggag
tgatgtattt
cagttgattg
tgacaacaga
tggaggataa
atcagtggtg
aagtggccat
catcaatgaa
cattcacaaa
ccatagtacg
aggccgaaag
aaacccggga
aggagacccc
ctggtggtaa
cgctgggaga

gaaaatggaa
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aatcttttta
ggaaaaatat
gaaaccaatt
aagééaagac
tttctgttea
atgccgcaac
cctgagagaa
ccacaggaga
ggtcccaacc
agacatgtta
gactcatgtg
tggatccctg
aaaccaagtg
gagattcaag
ataaaggaaa
gtaagagcta
ccacggtttg
ggctgcaacc
tcccaagaca
ggactagagg
gaccagagat

tggtgctgtt

gttttcccag tcacgactac gtggaccgac aagaacag

<210> 5

<211> 37

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220> .

<223> primer

<400> S

aacagctatg accatgggat ggagttacca gcatcag.

cccagcgaat
ggtgtcgaaa
gatgacaggt
ataccacaat
caccacttcc
caagatgaac
accgcatgcec
gacctgagac
agccgcacca
tcagtatgga
tccagttggg
ataggcttaa
agaaggctca
aatgagagtg
ataaaaaatc
tgctgectgt
agcaagccgt
catggaagct
caacgcagca
ttagaggaga
cctgctgtct

gaatcaacag

tggaaaccce
ggctgaaaag
tcgcaacagce
gggaaccttc
accagctaat
ttgtggggag
taggcaagtc
tggcggctaa
cctggtcgat
atagggtctg
aagaagttcc
cagcaagggc
ttgggaatga
atcccgaagg
aaatgaggca
gagccccgtce
gctgectgtyg
gtacgcatgg
gcggggecca
cceceecgegt
ctacagcatc

gttct

19480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10735

38

37
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<210> 6

<211y 37

<212> DNA

<213>  gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 6

gttttcccag tcacgactga acaccgacga gacaaac

<210> 7

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> primer

<400> 7
aacagctatg accatgaggt ccaaggcagt ggtaag

<210> 8

<211> 38

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 8

gttttcccag tcacgacttg gaaatgagac cacagaac

<210> 9
<211> 36
<212> DNA
<213>

Sequéncia Artificial
<220>
<223> primer

<400> 9
aacagctatg accatggaaa caccgctgaa caaaac

<210> 10

<211> 36

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 10

gttttcccag tcacgacggt tcaagaaggg aagcag

<210> 11

<211> 37

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

37

36

38

36

36



19

<400> 11
aacagctatg accatgttct atccagtacc ccatgtc

<210> 12
<2115 39
<212> DNA
<213>

Sequéncia Artificial
<220>
<223> primer

<400> 12
gttttcccag tcacgaccag aataccacct tcatcatcg

<210> 13

<211> 35

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 13
aacagctatg accatgttcc catccccatc ttgtc

<210> 14

<211> 39

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 14

gttttcccag tcacgacgga aatcagacca gtcaaggag

<210> 15

<211> 36

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
220>

<223> primer

<400> 15

aacagctatg accatgtgtt gtgtgaggca ccagag

<210> 16

<211> 38

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 16

gttttcccag tcacgacgca aaccactaac catgtttc

<210> 17
<211> 35
<212> DNA

37

39

35

39

36

38
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<213>  gequéncia Artificial
<220>* .

<223> primer

<400> 17

aacagttatg accatgccac ttgttgtcac cactc

<210> 18

<211> 37

<212> DNA

<213> sequéncia Artificial
<220> .

<223> primer

<400> 18

gttttcccag tcacgaccca agggaagaga ctggaac

<210> 19

<211> 37

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 19
aacagctatg accatgtcct gatttgatgc ttggaac

<210> 20

<211> 38

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 20

gttttcccag tcacgacaag cacattttac cgatccag

<210> 21

<211> 41

<212> DNA
<213>

Sequéncia Artificial

<220> X
<223> primer

<400> 21

aacagctatg accatggtcg tagtttcttt ctttctcctt c

<210> 22

<211> 37

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220> .

<223> primer

<400> 22

gttttcccag tcacgacgca atagacgggg aatacag

35

37

37

38

41

37



21

<210> 23
<211> 36
<Z12> DNA
<213>

Sequéncia Artificial
<220> )
<223> primer

<400> 23
aacagctatg accatgatga tggtggtttt cagcag

<210> 24

<211> 37

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220> .

<223> primer

<400> 24

gttttcccag tcacgacgtg ttgcttattc cagagcc

<210> 25

<211> 38

<212> DNA

<213>  gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 25

aacagctatg accatggctg tcttttccat ttttctcc

<210> 26

<211> 37

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 26

gttttcccag tcacgacact ttgcacatca cagatcc

<210> 27

<211> 35

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 27

aacagctatg accatgttcg cactagcatt cctcc

<210> 28
<211> 37
<212> DNA
<213>

Sequéncia Artificial

<220> .
<223> primer

36

37

38

37

35



22

<400> 28
gtttcccag tcacgaccac ctgagaaatg tgacacc

<210> 29

<213> 38

212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 29

aacagctatg accatgtttc cttgtttatg aagctccc

<210> 30

<211> 36

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 30

gttttcccag tcacgaccaa aagcgaaacg aggceac

<210> 31

<211> 38

<212> DNA

<213>  gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 31

aacagctatg accatggttt caccacacag tcatctcc

10> 32

<211> 37

<212> DNA

<213> gequéncia Artificial
<220>

<223> primer

<400> 32

gttttcccag tcacgacaga ccagcgaaaa atggaac

<210> 33
<211> 35
<212> DNA
<213>

Sequéncia Artificial

<220>
<223> primer

<400> 33
aacagctatg accatgtccc aatgagectt ctcac

<210> 34
<211> 38
<212> DNA

37

38

36

38

37

35



<213>

Sequéncia Artificial
<220>°
<223> primer
<400> 34
gttttcccag tcacgacgct aatgctatct gttcagcc
<210> 35
<211> 36
Z%%gi Sequéncia Ar?ificial
<220>
<223> primer
<400> 35

23

aacagctatg accatgtgat tcaacagcac cattcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36
17
DNA

Sequéncia Artificial

primer

36

ccatggaagc tgtacgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37
19
DNA

Sequéncia Artificial

primer

37

gagacagcag gatctctgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38
17
DNA

Sequéncia Artificial

primer tail

38

gttttcccag tcacgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39
16
DNA

Sequéncia Artificial

primer tail

39

aacagctatg accatg

38

36

17

19

17

16



<210>
<211>
<2125
<213>

40

DNA

<220>°
<221>
<222>
<223>

<400> 40
agttgttagt

gttctaacag
aaaaacacgc
ctgacaaaga
gccctggtgg
tggggaacaa
ggaaggatgc
attccaacag
agcagacaag
accctcatgg
cttctecaggc
gtaacttatg
ctcgttccac
ggggectgga
atgatggcag
ttcatcttac
agagactttg
agctgtgtga
gaagccaaac
acaacagaat
aggttcgtct
ggaaagggag
gttgtgcaac
catgcagtcg
tccatcacag
acgggectceg
cacaggcaat

tcaaattgga

10723

misc_feature

(1.
VDV2

. (10723)

ctacgtggac
ttttttaatt
ctttcaatat
gattctcact
cgttccttcg
ttaaaaaatc
tgaacatctt
tgatggcgtt
agaaagggaa
ccatggacct
agaatgagcc

ggacgtgtac

atgtgcgaat

aacatgtcca
caatcctggce
tgacagctgt
tggaaggggt
cgacgatggc
agcctgecac
ctegetgecc
gcaaacactc
gcattgtgac
cagaaaactt
gaaatgacac
aagcagaatt
acttcaatga
ggttcctaga

tacagaagga

Virus da Dengue

cgacaaagac
agagagcaga
gctgaaacgc
tggaatgctg
tttcctaaca
aaaagctatt
gaataggaga
ccatttaacc
aagtcttctg
tggtgaattg
agaagacata
caccatggga
gggactggag
gagaattgaa
atacaccata
cactccttca
ttcaggagga
aaaaaacaaa
cctaaggaag
aacacaaggg
catggtagac
ctgtgctatg
ggaatacacc
aggaaaacat
gacaggttat
gatggtgttg
cctgecegtta

gacattggtc

24

agattctttg
tctctgatga
gagagaaacc
cagggacgag
atcccaccaa
aatgttttga
cgcagatctg
acacgtaacg
tttaaaacag
tgtgaagaca
gactgttggt
gaacatagaa
acacgaactg
acttggatct
ggaacgacac
atgacaatgc
agctgggttg
ccaacattgg
tactgtatag
gaacccagcc
agaggatggg
ttcagatgca
attgtgataa
ggcaaggaaa
ggcactgtca
ctgcagatgg
ccatggtrgce

actttcaaaa

agggagctaa
ataaccaacg
gcgtgtegac
gaccattaaa
cagcagggat
gagggttcag
caggcatgat
gagaaccaca
aggtrggegt
caatcacgta
gcaactctac
gagaaaaaag
aaacatggat
tgagacatcc
atttccaaag
gttgcatagg
acatagtctt
attttgaact
aggcaaagcet
taaatgaaga
gaaatggatg
aaaagaacat
cacctcactc
tcaaaataac
caatggagtg
aaaataaagc
ccggagegga

atccccatgce

gctcaatgta
gaaaaaggcg
tgtgcaacag
actgttcatg
attgaagaga
gaaagagatt
cattatgctg
catgatcgtc
gaacatgtgt
caagtgtccc
gtccacgtgg
atcagtggca
gtcatcagaa
aggcttcacc
agccctgatt
aatgtcaaat
agaacatgga
gataaaaaca
aaccaacaca
gcaggacaaa
tggactattt
ggaaggaaaa
aggggaagag
accacagagt
ctctccaaga
ttggctggtg
cacacaagag

gaagaaacag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



gatgttgttg
gaaatccaaa
atggacaagc
gtga;ggaaa
gacggctetce
ggtcgcctga
gcagaacctc
ctcaactggt
gcgaagagaa
tttacatcta
agtggggtrt
aattcacgca
ttgggagtca
aaatgtggca
ttccaaccag
atttgtggaa
gaattgaatc
aaaggaatca
tcatggaaaa
ctcattgatg
gaagttgaag
aaacaggatg
gtccatgecg
aaagcctcte
aatggagtgc
cacaactata
gagatggact
agaggaccct
cgatcttgca
gaaatcagac
catgggcagg
atgcttagga
acattgatca

gccactatga

ttttaggatc
tgtcatcagg
tacagctcaa
tagcagaaac
catgcaagat
ttacagtcaa
catttggaga
ttaagaaagg
tggccatttt
taggaaaggc
catggactat
gcacctcact
tggtgcaggc
gtgggatttt
aatccccttc
tccgctcagt
acattctatc
tgcaggcagg
catggggcaa
gccccgaaac
actatggctt
tattctgcga
atatgggtta
tcattgaagt
tagaaagtga
gaccaggcta
ttgatttctg
ctttgagaac
cattaccacc
cattgaagga
tcgacaactt
cccgagtagg
cagggaacat

cggatgacat

ccaagaaggg
aaacttactc
aggaatgtca
acaacatgga
cccttttgag
cccaattgtg
cagctacatc
aagttctatc
aggtgacaca
tctccaccaa
gaaaatcctc
gtctgtgaca
cgatagtggt
catcacagac
aaaactagct
aacaagactg
agaaaatgag
aaaacgatct
agcaaaaatg
agcagaatgc
tggagtattc
ctcaaaactc
ttggatagaa
taaaaactgc
gatgataatt
ccatacacaa
tgatggaaca
aaccactgcc
gctaagatac
gaaagaagag
ttcactagga
aacgaaacat

gtcctttaga

aggtatgggc

25

gccatgcaca
ttcacaggac
tactctatgt
acaatagtta
ataatggatt
acagaaaaag
atcataggag
ggccaaatgt
gcctgggatt
gtctttggag
ataggagtca
ctagtattgg
tgcgttgtga
aacgtgcaca
tcagctatcc
gagaatctga
gtgaagttaa
ctgeggectc
ctctctacag
cccaacacaa
accaccaata
atgtcagcgg
agtgcactca
cactggccaa
ccaaagaatc
ataacaggac
acagtggtag
tctggaaaac
agaggtgagg
aatttggtca
gtcttgggaa
gcaatactac
gacctgggaa
gtgacttatc

cagcacttac
atctcaagtg
gcacaggaaa
téagagtgca
tggaaaaaag
atagcccagt
tagagccggg
ttgagacaac
ttggatcctt
caatctatgg
ttatcacatg
tgggaattgt
gctggaaaaa
catggacaga
agaaagccca

tgtggaaaca

‘ctattatgac

agcccactga
agtctcataa
atagagctig
tatggctaaa
ccataaaaga
atgacacatg
aatcacacac
tcgctggacc
catggcatct
tgactgagga
tcataacaga
atgggtgctg
actccttggt
tggcattgtt
tagttgcagt
gagtgatggt
ttgccctact

aggggccaca
caggctgaga
gtttaaagtt
atatgaaggg
acatgtctta
caacatagaa
acaactgaag

aatgaggggg

gggaggagtg

agctgccttce
gataggaatg
gacactgtat
caaagaactg
acaatacaaa
tgaagaggac
aataacacca
aggagacatc
gctgaagtat
ccagaccttt
gaattcgttg
attgaaagaa
caacagagcc
gaagatagag
cctctggagce

agtgtctcaa

aggtaagctt

ctgcggaaat
atggtgctgce
gtacgggatg
cacagctgga
cctggaggaa
ttcttttgtg
tatggtaggc

agcagccttc

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720



aaagtcagac
atgaféacta
gagttgactg
aégtgtcaat
caaaacgcat
ttaacatcct
aatccaacag
ttaaatgagg
aatgatattc
ctcactggac
caggcagaga
atgtcgataa
ctggtgatct
tgggaagtga
ggaaaggctg
tcccagatceg
cgtggcgetg
aaagacctaa
gaagtccagg
ggtcttttca
acgtcaggat
gttgttacaa
gacaacccag
cacccaggag
cggggtttga
gcccttagag
cgggagattg
agagtgccaa
atagcagcta
atgacagcca
gatgaagaaa
tttaaaggga
tgcctgagga

tatgtcaaga

caacttttgc
ctataggaat
atgcgttagce
tggcagtgac
ggaaagtgag
cacagcaaaa
ctatttrtrct
ctatcatggc
ccatgacagg
gatcggccga
tatcaggaag
aaaatgaaga
caggactttt
agaaacaacg
aactggaaga
gagccggagt
ttctaatgca

tatcatatgg

tattggcact

aaaccaacgc
ctccaattat
ggagtggagc
agatcgaaga
cgggaaagac
gaacattaat
gacttccaat
tggacctaat
actacaacct
gaggatacat
ctcccccggg
gagaaatccc
agactgtttg
aaaatggaaa

ctagaaccaa

agctggacta
tgtactcctc
cttaggcatg
tatcatggct
ttgcacaata
aacagattgg
aacaaccctc
agtcgggatg
accattagtg
tttggaactg
cagtccaatc
ggaagaacaa
tcctgtatca
ggccggagta
tggagcctat
ttacaaagaa
taaaggaaag
aggaggctgg
ggagcctgga
cggaacaata
cgacaaaaaa
atatgtgagt
tcacattttc
gaagagatac
cttggccccc
aagataccag
gtgtcatgcc
gattatcatg
ctcaactcga
aagcagagac
tgaacgctcg
gttcgttcca
gaaagtgata

tgattgggac

26

ctcttgagaa
tcccagagea
atggtcctca
atcttgtgcg
ttggcagtgg
ataccattag
tcaagaacca
gtgagcattt
gctggagggc
gagagagcag
ctgtcaataa
acactgacca
ataccaatca
ttgtgggatg
agaattaagc
ggaacattcc
aggattgaac
aagttagaag
aaaaatccaa
ggtgctgtat
ggaaaagttyg
gctatagccc
cgaaagagaa
cttceggeca
actagagttg
accccagceca
acatttacca
gacgaagccc
gtggagatgg
ccatttcctce
tggaattccg
agtataaaag
caactcagta

ttcgtggtta

agctgacctc
ccataccaga
aaatggtgag
tcccaaacgc
tgtccgtttc
cattgacgat
gcaagaaaad
tagccagttc
tcctcactgt
ccgatgtcaa
caatatcaga
tactcattag
cggcagcagc
ttccttcacc
aaaaagggat
atacaatgtg
caacatgggc
gagaatggaa
gagccgtcca
ctctggactt
tgggtcttta
agactgaaaa
gactgaccat
tagtcagaga
tggcagctga
tcagagctga
tgaggctgcet
atttcacaga
gtgaggcagc
agagcaatgc
gacatgaatg
caggaaatga
ggaagacctt

caactgacat

caaggaattg
gaccattctt
aaatatggaa
agtgatatta
cccactgttc
caaaggtctc
gagctggcca
tctcctaaaa
gtgctacgtg
atgggaagac
agatggtagc
aacaggattg
atggtacctg
cccacccatg
tcttggatat
gcatgtcaca
ggacgtcaag
ggaaggagaa
aacgaaacct
ttctcctgga
tggtaatggt
aagcattgaa
catggacctc
agctataaaa
aatggaggaa
gcacaccggg
atcaccagtt
cccagcaagt
tgggattttt
accaatcata
ggtcacggat
tatagcagct
tgattctgag

ttcagaaatg

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



ggtgccaatt
ctaacagatg
gcagcacaaa
téca;ggggg
ctcctagata
gaaaaggtgg
gtagacttaa
ggcatcaact
gaagaaaacg
agatggttgg
gcagccggaa
ttcatgactc
gcaggtggaa
cttttactga
aggggcatag
tggtacgcac
atagttttgc
tacgttgtca
ctagaaaaaa
aacatcctgg
acatttgtta
acagctatag
aagatggaca
actctcacag
caagcaaaag
actgtcgatg
aagcagttgg
actacatggg
gaaggaaatc
agagggagtt
acaagaaggg
aacgcattgg
agaaccttag

ggctcagcaa

tcaaggctga
gtgaagagcg
gaagagggag
aacctctgga
acatcaacac
atgccattga
tgagaagagg

acgcagacag

tggaagttga’

atgctaggat
gaaagtctct
agaaggcaag
gggcgtacaa
cacttctggce
ggaagatgac
aaatacagcc
ttattccaga
tagccatcct
cgaagaaaga
acatagatct
caccaatgtt
ccaaccaagc
tcggagttcc
cagctctttt
caaccagaga
gaataacagt
gacaagtaat
ctctgtgtga
cagggaggtt
acttggccgg
gaactggcaa
gaaaaagtga
caaaagaagg

aactgagatg

gagggttata
ggtgattctg
aataggaaga
aaatgatgaa
gccagaagga
tggcgaatac
agacctacca
aaggtggtgt
aatctggaca
ctattctgac
gaccctgaac
agacgcactg
ccatgcetcte
tacagtcacg
cctgggaatg
acactggata
acctgaaaaa
cacagtggtg
tctcggattyg
acgtcctgea
gagacatagc
cacagtgtta
ccttectegec
cttattggta
agctcagaaa
gattgaccta
gctcctagtce
ggctttaacc
ttggaacact
agctggactt
cataggagag
attccagatc
cattaaaaga

gttcgttgag

27

gaccccagac
gcaggaccta
aatccaaaaa
gactgtgcac
atcattccta
cgcttgagag
gtctggttgg
tttgatggag
aaagaagggg
ccactggcgce
ctaatcacag
gacaacttag
agtgaactgc
ggagggatct
tgctgcataa
gcagcttcaa
cagagaacac
gccgcaacca
ggaagcattg
tcagcatgga
attgaaaatt
atgggtctcg
attggatgct
gcacattatg
agagcagcgg
gatccaatac
ctctgcgtga
ttagctaccg
accattgcgg
ctcttttcta
acgcttggag
tacaagaaaa

ggagaaacgg

agaaacatgg

gctgcatgaa
tgccagtgac
atgagaatga
actggaaaga
gcatgttcga
gagaagcaag
cctacagagt
tcaagaacaa
aaaggaagaa
taaaagaatt
aaatgggtag
cagtgctgca
cggagaccct
ttttattctt
tcacggctag
taatactgga
cccaagacaa
tggcaaacga
caacccagca
cgctgtatgc
cctcagtgaa
ggaaaggatg
actcacaagt
ccatcatagg
cgggcatcat
cttatgatcc
ctcaagtatt
ggcccatctc
tgtcaatggc
ttatgaagaa
agaaatggaa
gtggaatcca
accatcacgc

tcacaccaga

accagtcata
ccactctagt
ccagtacata
agctaaaatg
accagagcgt
gaaaaccttt
ggcagctgaa
ccaaatccta
attgaaaccc
taaggaattt
gctcccaacc
cacggctgag
ggagacattg
gatgagcgca
catcctccta
gttttttctc
ccaactgacc
gatgggtttc
acccgagagc
cgtggccaca

tgtgtcccta

gccattgtca

caaccccata
gccaggactc
gaaaaaccca

aaagtttgaa

gatgatgagg

cacattgtgg

taacattttt
cacaaccaac
aagccgattg
ggaagtggat
tgtgtcgcga

agggaaagta'

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800



gtggacctcg
agagdagtca
acatatgggt
gFaaagtgtg
gcaggacgaa
ttttgcataa
caaaggaaat
atgtactggg
atgttgatca
ctcggaagceg
gggaaaagaa
cacccataca
tcatccatgg
gtgacacaga
aaagtggaca
gcagagtggc
gaattcacaa
aagtggaagt
gaaaggaatc
agagagaaga
tggcttggag
ttctccagag
attctaagag
tgggatacaa
gaaggagaac
gtgcgtgtgce
caaagaggta
caactaatca
acagaagaaa
atggccatca
ttaacagctc
agaggatgga
atgaaagacg

gcccgaatct

gttgtggcag
aaggcctaac
ggaatctagt
acacattatt
cactcagagt
aggttctcaa
atggaggagc
tatccaatgc
acagatttac
gaacccgtaa
tagaaaaaat
aaacgtgggc
tcaacggagt
tggcaatgac
cgagaaccca
tttggaaaga
gaaaggtgag
cggcacgtga
tccatcttga
agctagggga
cacgcttctt
agaactccct
acgtgagcaa
aaatcacact
acaagaaact
aaagaccaac
gtggacaagt
gacagatgga
tcgctgtgea
gtggagatga
taaatgacat
atgattggac
gtcgcgtact

cccaaggagc

aggaggctgg
aaaaggagga
gcgtcttcaa
gtgtgacata
ccttaactta
cccatatatg
cttagtgagg
ttccgggaac
aatgagatac
catcgggatt
aaagcaagag
ataccatggt
ggtcaggctg
agacacgact
agaaccgaaa
attagggaag
aagcaatgca
ggctgttgaa
aggaaagtgt
attcggcaag
agagtttgaa
gagtggagtg
gaaagaggga
agaagaccta
agccgaggec
accaagaggc
tggcacctat
gggagaagga
aaactggtta
ttgtgttgty
gggaaagatt
acaagtgccc

cgtrgttcca

agggtggtct

28

tcatactatt
ccaggacacg
agtggagttg
ggggagtcat
gtagaaaatt
ccctcagtca
aatccactct
atagtgtcat
aagaaagccé
gaaagtgaga
catgaaacat
agctatgaaa
ctgacaaaac
ccatttggac
gaaggcacga
aaaaagacac
gccttggggg
gatagtaggt
gaaacatgtg
gcaaaaggca
gccctaggat
géaggagaag
ggagcaatgt
aaaaatgaag
attttcaaac
acagtaatgg
ggactcaata
gtctttaaaa
gcaagagtgg
aaacctttag
aggaaagaca
ttctgttcac
tgtagaaacc

ttgcgggaga

gtggaggact
aagaacccat
acgttttctt
caccaaatcc
ggttgaacaa
tagaaaaaat
cacgaaactc
cagtgaacat
cttacgagcc
taccaaacct
catggcacta
caaaacagac
cttgggacgt
aacagcgegt
agaaactaat
ccaggatgtg
ccatattcac
tttgggagct
tgtacaacat
gcagagccat
tcttaaatga
ggctgcacaa
atgccgatga
agatggtaac
taacgtacca
acatcatatc
ctttcaccaa
gcattcagca
ggcgcgaaag
atgacaggtt
tacaacaatg
accatttcca
aagatgaact

cggcctgttt

aaagaatgta
ccccatgtca
catcccgeca
cacagtggaa
caacactcaa
ggaagcacta
cacacatgag
gatttcaagg
ggatgttgac
agatataatt
tgaccaagac
tggatcagca
tgtccccatg
ttttaaagag
gaaaataaca
caccagagaa
tgatgagaac
ggttgacaag
gatgggaaaa
atggtacatg
agatcactgg
gctaggttac
caccgcagga
aaaccacatg
aaacaaggtg
gagaagagac
tatggaagcc
cctaacaatc
gttatcaaga
cgcaagceget
ggaaccttca
tgagttaatc
gattggcaga
ggggaagtct

7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840



tacgcccaaa
géia;ttgct
catgctaaac
aitcaagaaa
tacttgggga
acctgggcaa
gaatacacag
gttctgtggt
catagtacgg
ggccatcata
tgtaaaaaat
ggttagggga
agctgtagtc
catattgacg
gaacgccaga
<210>
<211>

<212>
<213>

PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

41
3392

tgtggagcett
cggcagtacc
atgaatggat
acccatggat
aaagagaaga
agaacatcca
attacatgcc
agaaagcaaa
aaaaaactat
aatgccatag
ccgggaggec
gacccctecc
tcgctggaag
ctgggaaaga

aaatggaatg

Cadeia

.

Proteina Capside

.(114)

Cadeia

(115)..(280)

gatgtacttc
atcacattgg
gacaacggaa
ggaagacaaa
ccaatggtgc
agcagcaata
atccatgaaa
actaacatga
gctacctgtg
cttgagtaaa
acaaaccatg
ttacaaatcg
gactagaggt
ccagagatcc

gtgctgttga

Virus da Dengue

<223> premembrana protéico
<220> i

2215 Cadeia

<222> (281)..(775)

<223>

<220> ]

<321% Cadeia

<222> (776)..(1127)

<223>

<220> cCadeia

<221>

<222> (1128)..(1345)
<223>

<220> .

221> Cadeia

<222> (1346)..(1475)

<223>

29

cacagacgcg
gttccaacaa
gacatgctga
actccagtgg
ggctcattga
aatcaagtta
agattcagaa
aacaaggcta
agcceccgtec
ctatgcagcc
gaagctgtac
cagcaacaat
tagaggagac
tgctgtctec

atcaacaggt

Glicoprotéina do envelope

Proteina 1 ndo estrutural

Proteina 2A ndo estrutural

Proteina 2B ndo estrutural

acctcaggct
gtcgaacaac
cagtctggaa
aaacatggga
ttgggttaac
gatcccttat
gagaagagga
gaagtcaggt
naggacgtta
tgtagctcca
gcatggcgta
gggggcccaa
ccccccgaaa
tcagcatcat

tct

ggcggcaaat
ctggtccata
cagggtgtgg
ggaaatccca
aagcagggcc
aggcaatgaa
agaagcagga
cggattaagc
aaagaagtca
cctgagaagg
gtggactagc
ggcgagatga
caaaaaacag

tccaggcaca

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10723



<220>
<221>
~‘-<Z?2>
<223>

<220>
- <221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

Lys

Phe

Ala

Ile

65

Leu

Arg

Leu

Ser

val

145

Asp

Asp

Arg

Ser

Phe

50

Leu

Arg

Arg

Ala

Thr

val

Cadeia
(1476)..(2094)

30

Proteina 3 ndo estrutural

Cadeia

(2095) .. (2244)

Proteina 4A ndo estrutural

Cadeia

(2245)..(2493)

Proteina 4B nio estrutural

Cadeia
(2494)..(3392)

Proteina 5 ndo estrutural

41

Met ITe Asn Gln Arg Lys
5

Ala Arg Asn Arg
20

Lys Gly Leu Leu
ITe Ala Phe Leu

Ala Arg Trp Gly
70

Gly Phe Lys Arg
85
Lys Arg Ser val

Phe His Leu Thr
115

GIn Glu Arg Gly

Met Cys Thr Leu
150

Met Thr Tyr Lys

Asp Cys Trp Cys
180

Lys

val

Ser

Arg

55

Ser

Glu

Thr

Thr

cys

Asn

Thr

ser

Gly

40

Phe

Phe

Ile

Met

Arg

Ser

Ala

Pro

Ala

Gly

Thr

25

Gln

Leu

Lys

Ser

Leu

105

Gly

Leu

Met

Arg

Thr
185

Arg

10

val

Gly

Ala

Lys

Asn

920

Leu

Gly

Leu

Asp

Ile

170

Asp

Pro

Ser

Pro

Ile

Asn

75

Met

Met

Glu

Phe

Leu

155

Thr

Thr

Ser

Gln

Met

Pro

60

Gly

Leu

Leu

Pro

Lys

140

Gly

Glu

Trp

Phe

Leu

Ala

Asn

Leu

His

125

Thr

Glu

Ala

val

Asn

Ala

30

Leu

Thr

Ile

Ile

Pro

110

Met

Ser

Leu

Glu

Thr
190

Met

15

Lys

val

Ala

Lys

Met

95

Thr

Ile

Ala

cys

Pro

175

Tyr

Leu

Arg

Met

Gly

val

80

Asn

Ala

val

Gly

Glu

160

Asp

Gly



Thr
Leu
Met
225
Ala
Ala
Met
Arg
Leu
305
Leu
Arg

Arg

Asn

Tyr
Asn

Pro

Cys

Ala

ser
195

Pro

210

Ser

Leu

Ile

Leu

Asp

290

Glu

Asp

Lys

cys

Phe

370

Gly

val

Ser

Glu

Thr
450

Ser

Arg

Gly

val

275

Phe

His

Ile

Leu

Pro

355

val

Leu

Thr

val

Thr

435

Ser

Gln

His

Glu

His

Thr

260

Thr

val

Gly

Glu

Cys

340

Thr

cys

Phe

Lys

Ile

420

Thr

Glu

Thr

val

Gly

Pro

245

Ser

Pro

Glu

ser

Leu

325

Ile

Gln

Arg

Gly

Leu

405

val

Glu

Ile

Gly

Gly

Ala

230

Gly

Ile

Ser

Gly

310

Leu

Glu

Gly

Arg

Thr

His

Gln

Glu

Leu

215

Trp

Phe

Thr

Met

Leu

295

val

Lys

Ala

Glu

Thr

375

Gly

Gly

val

Gly

Ley
455

31

His

200

Gly

Lys

Thr

GIn

Ala

280

Ser

Thr

Thr

Lys

Ala

360

Phe

Ser

Lys

His

Thr

440

Thr

Arg

Leu

Gln

val

Met

Gly

Thr

Glu

Ile

345

Thr

val

Leu

Ile

Thr

425

Thr

Asp

Arg

Glu

Ile

Ile

250

Gly

Arg

Ala

Met

val

330

Ser

Leu

Asp

Ile

Ala

410

Gly

Ala

Tyr

Asp

Thr

Glin

235

Ala

Ile

Cys

Thr

Ala

315

Thr

Asn

val

Arg

Thr

395

Gln

Asp

Thr

Gly

Lys

Arg

Lys

Leu

Ile

val

Lys

Asn

Thr

Glu

cys

Tyr

GIn

Ile

Thr
460

val

Phe

Phe

Gly

val

Asn

Pro

Thr

Glu

365

Trp

Ala

Glu

His

Thr

445

Leu

Ser

Glu

Leu

Ile

270

Ile

Asp

Lys

Ala

Thr

350

GIn

Gly

Lys

Asn

GIn

430

Pro

Thr

val

Thr

Thr

Ala

255

Leu

Gly

val

Pro

val

335

Asp

Asp

Asn

Phe

Leu

415

val

Gln

Leu

Ala

Trp

Leu

Asn

val

Thr

320

Leu

Ser

Ala

Gly

Lys

Lys

Gly

Ala

Asp



465
I\{Iet
Pro
Arg
Glu
Thr
545
Gly
Met
Ala
Thr
Ala
625
Lys
Tyr
Lys
Ala
Ile

705

Gly

ser

Lys

Leu

GIn

val

530

Gly

His

Ser

Glu

Asp

610

Thr

Glu

Ile

Lys

Arg

690

Gly

Thr

Pro

Lys

Pro

Asp

515

val

Ala

Leu

Tyr

Thr

595

Ala

Gln

Lys

val

Gly

Arg

Gly

Ala

Arg

Lys

Trp

500

Leu

val

Thr

Lys

val

580

GlIn

Pro

Asn

Pro

val

660

Ser

Met

val

Tyr

Thr

Ser

485

Thr

Leu

Leu

Glu

cys

565

Met

His

cys

Gly

val

645

Gly

Ser

Ala

pPhe

Gly

Gly

Trp

ser

val

Gly

Ile

550

Arg

cys

Gly

Lys

Arg

Ash

Ala

Ile

Ile

Thr

710

val

Leu

Leu

Gly

Thr

ser

535

Gln

Leu

Thr

Thr

Ile

615

Leu

Ile

Gly

Gly

Leu

695

Ser

Leu

32

Asp

val

Ala

Phe

520

Gln

Thr

Lys

Gly

val

600

Pro

Ile

Glu

Glu

Lys

Gly

Met

Phe

Phe

His

Leu

505

Lys

Glu

Ser

Met

ser

585

Leu

Phe

Thr

Ala

Asp

Gly

Ser

Ash

Lys

Thr

Thr

Gly

Gly

570

Phe

val

Ser

Ala

Glu

650

Ala

Phe

Thr

Lys

Gly

Glu

475

Gln

ser

Ala

Ala

Thr

555

Lys

Lys

Gln

Thr

Asn

635

Pro

Leu

Glu

Ala

Leu

715

val

Met

Trp

Gln

His

Met

540

Thr

Leu

Leu

val

GlIn

620

Pro

Pro

Lys

Ala

Trp

700

val

Ser

val

Phe

Glu

Ala

525

His

Thr

Thr

Glu

Phe

Leu

Thr

685

Asp

His

Trp

Leu

Leu

Thr

510

Lys

Thr

Ile

Leu

Lys

Tyr

Glu

val

Gly

Ser

670

Ala

Phe

GlIn

Thr

Leu

Asp

495

Trp

Lys

Ala

Phe

Lys

575

Glu

Glu

Lys

Thr

Glu
655

Trp

Arg

Gly

val

Met
735

Thr
480

Leu

Asn

Leu

Ala

560

Gly

val

Gly

Gly

Asp

Ser

Phe

Gly

Ser

Phe
720

Lys



33

ITe Gly Ile Gly Ile Leu Leu Thr Trp Leu Gly Leu Asn Ser Arg Asn
‘ 740 745 750

o

Thr Ser Leu Ser val Met Cys Ile Ala val Gly Met val Thr Leu Tyr
P} 755 760 765

Leu Gly val Met val GIn Ala Asp Ser Gly Cys val Ile Asn Trp Lys
770 775 780

Gly Arg Glu Leu Lys Cys Gly Ser Gly Ile Phe val Thr Asn Glu val
785 790 795 800

His Thr Trp Thr Glu GIn Tyr Lys Phe Gln Ala Asp Ser Pro Lys Arg
805 810 815

Leu Ser Ala Ala Ile Gly Lys Ala Trp Glu Glu Gly val Cys Gly Ile
820 825 830

Arg Ser Ala Thr Arg Leu Glu Asn Ile Met Trp Lys GlIn Ile Ser Asn
835 840 845

Glu Leu Asn His Ile Leu Leu Glu Asn Asp Met Lys Phe Thr val val
850 855 860

val Gly Asp val Ser Gly Ile Leu Ala GIn Gly Lys Lys Met Ile Arg
865 870 875 880

Pro GIn Pro Met Glu His Lys Tyr Ser Trp Lys Ser Trp Gly Lys Ala
885 890 895

Lys I1e ITe Gly Ala Asp val GIn Asn Thr Thr Phe Ile Ile Asp Gly
900 905 910

Pro Asn Thr Pro Glu Cys Pro Asp Asn GIn Arg Ala Trp Asn Ile Trp
915 920 925

Glu val Glu Asp Tyr Gly Phe Gly Ile Phe Thr Thr Asn Ile Trp Leu
930 935 940

Lys Leu Arg Asp Ser Tyr Thr GIn val Cys Asp His Arg Leu Met Ser
945 950 955 960

Ala Ala Ile Lys Asp Ser Lys Ala val His Ala Asp Met Gly Tyr Trp
965 970 975

I1e Glu Ser Glu Lys Asn Glu Thr Trp Lys Leu Ala Arg Ala Ser Phe
980 985 990

Ile Glu val Lys Thr Cys Ile Trp Pro Lys Ser His Thr Leu Trp Ser
995 1000 1005



Asn

Gly

Thr

Phe

Arg

His

Lys

Lys

ser

Ile

Leu

Gln

Gly
1010

Pro
1025

Ala
1040

1055

Glu
1085

Gly
1100

Asp
111S

Met
1145

Met
1160

Leu

1175

Ala

Leu

Leu

Gly

Glu

Asn
1190

Met
1205

Phe
1220

Leu
1235

Leu
1250

val

Gly

Glu

Pro

Trp

Lys

Glu

Ile

Thr

Thr

Ala

Ala

Arg

Ser

Gly

Leu

Ser

Pro

Gly

Ser

Cys

Asp

Glu

val

Glu

Gly

Trp

ser

Thr

Arg

Leu

Asp

Glu

Gln

Trp

Thr

Leu

cys

Gly

Glu

Asp

Glu

Thr

Ser

Asp

Phe

Leu

val

Gly

Ser

His

His

Thr

Arg

Arg

Ccys

Asn

Ser

val

Leu

Asp

Lys

Lys

Thr

Ala

Leu

Glu
1015

Asn
1030

Leu
1045

val
1060

Thr
1075

Ser
1090

Trp
1105

Leu
1120

Phe
1135

Met
1150

Ala
1165

Leu
1180

Met
1195

Met
1210

Ser
1225

Ser
1240

Ala
1255

34

Met

Tyr

Gly

val

Thr

Cys

Tyr

val

Ser

Arg

val

Ile

Gly

Arg

Arg

val

Ile

Ile

Arg

Lys

val

Thr

Thr

Gly

Lys

Leu

Ser

Phe

Arg

Met

Pro

Glu

Glu

Gly

Ile

Pro

Leu

Asp

val

Leu

Met

Ser

Gly

Arg

Leu

Leu

Gly

Met

val

Leu

Ile

Pro

Gly

Glu

Glu

Thr

Pro

Glu

Met

Leu

Trp

Leu

Cys

Thr

Phe

Leu

Pro

Met

Lys
1020

Tyr
1035

Leu
1050

His
1065

Gly
1080

Pro
1095

Ile
1110

val
1125

Leu
1140

Ser
1155

Leu
1170

Ile
1185

Thr
1200

Ala
1215

Leu.
1230

ser
1245

Met
1260

Ile

Phe

Asp

Cys

Lys

Leu

Arg

Ser

cys

Lys

Ile

Met

Tyr

val

Leu

ser

Leu

Tyr

Thr

Phe

Gly

Ile

Arg

Pro

Ala

Ile

Lys

Met

val

Leu

Thr

Leu

Lys

Gly

GIn

Asp

Asn

Ile

Phe

val

Gly

Ser

Met

Gly

Gly

Ala

Leu

Ile

Glu

Leu



Leu

Leu
2

Thr

Leu

Thr
1265

Thr
1280

Met
1295

ser

. 1310

Gly

Asn

Met

Asn

Ile

Glu

Gly

Met

Leu

Ile

Gln

Glu

Gly

Ser
1325

Lys
1340

Ala
1355

Asp
1370

Ala
1385

Lys
1400

Ala
1415

Lys
1430

Lys
1445

Pro
1460

Arg
1475

Arg
1490

Leu
1505

Asp

Phe

Ala

Thr

Leu

Ile

val

val

Cys

Ala

Ser

Ile

Ala

Ala

ser

Ala

Leu

Phe

Ile

Met

Thr

Gly

Trp

Gly

Pro

TYyr

Ala

His

Lys

Thr

Thr

Gly

val

Gly

Gln

Lys

val

Ser

Cys

Gly

Ile

Leu

val

Glu

Asn

Asp

Leu

Leu

val

Leu

Arg

Ser
Thr
Leu
Gln
Lys
Arg
val
Ala
Ile
val
Ile
Glu
Leu
Phe
Leu
Asp

Ser

His
1270

Thr
1285

ser
1300

Lys
1315

Pro
1330

Lys
1345

ser
1360

ser
1390

Ser
1405

Leu
1420

Glu
1435

Ala
1450

val
1465

Trp
1480

Asp
1495

Gln
1510

35

Gln

Phe

Ile

Thr

Leu

ser

Ile

Pro

Gly

Trp

val

Arg

val

Trp

Asp

Gly

val

Leu

Ser

val

Thr

Pro

Trp

Leu

Leu

ser

Glu

Glu

Asp

Ser

Tyr

Thr

Ile

Gly

Trp

Leu

Ser

Trp

Met

Pro

Leu

Ile

Ser

Glu

val

Asp

Gly

Phe

Pro

Tyr

val

Ala

His

Leu

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

Ala

Glu

GIn

Thr

val

Trp

ser

Arg

Gly

Thr
1275

Tyr
1290

Phe
1305

Pro
1320

Leu
1335

Asn
1350

Ser
1365

Asp
1395

Ala
1410

Asp
1425

Leu
1440

Tyr
1455

GIn
1470

Pro
1485

Ile
1500

val
1515

Leu

Ala

Pro

val

Ile

Glu

Leu

Gly

Leu

Glu

Asp

Thr

Pro

Lys

Pro

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

Leu

Thr

Gly

Leu

Met

Ser

His

Gly

Ile

Met

Lys

Glu

GlIn

GIn

ser
Lys
Cys
Leu
Glu
Ile
Lys
Leu
Leu
ser
Thr
Leu
Ser
Lys
val
Arg

Glu



Gly

Met

Lys

Trp

Lys

Pro

Thr

Leu

Ala

Ile

Leu

val

Pro

val

Gly

Arg

Met

val
1520

TYyr
1535

Asp
1550

Asn
1565

Asn
1580

Glu
1595

Ser
1610

TYyr
1625

Ile
1640

Glu
1655

His
1670

Arg
1685

Thr
1700

Pro
1715

Lys
1730

Leu
1745

Asp
1760

Phe

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

Gly

Gly

Ala

Asp

Pro

Glu

Arg

Ile

Glu

Leu

Glu

His

Gly

Ile

Gly

Lys

Glu

ser

Asn

GIn

Lys

Gly

Ala

val

Arg

Ile

ser

Ala

Thr

Lys

Ser

Glu

Asnh

val

Pro

Gly

Ala

val

Ser

Ile

vai

Tyr

val

Pro

His

Met

Arg

Tyr

Glu

val

Gly

Ile

val

Lys

Phe

Gly

Lys

Ala

GIn

Asp

val

Phe

Leu
1540

Gly
1555

val
1570

Gln
1585

Ala
1600

val
1615

val
1630

Ala
1645

Arg
1660

Lys
1675

Arg
1690

ser
1705

Thr
1720

Leu
1735

Arg
1750

Thr
1765

36

His

Glu

Gly

Gln

Thr

Ile

Asn

Thr

Ser

Lys

Thr

Lys

Glu

Thr

Met

val

Asp

val

Pro

Gly

val

Thr

Ala

Arg

Thr

Gln

Arg

Arg

Leu

Met

Ala

Cys

Pro

Pro

Thr

ser

Trp

Ile

Pro

Leu

Glu

Ser

Glu

Asn

Arg

Arg

Ala

val

His

Asn

Ala

Arg

Trp

Arg

Ala

Gly

Asp

Gly

Gly

Gly

Leu

TYr

Thr

Glu

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ala
1545

Phe
1560

val
1575

Thr
1590

Phe
1605

Lys
1620

Thr
1635

Pro
1650

Thr
1665

Leu
1680

Leu
1695

Ala
1710

Ser
1725

Thr
1740

Asn
1755

Ile
1770

Ala
Ser
Gln
Glu
Phe
Lys
Ile
Tyr
Leu
Ile
Pro
Ile
Leu
Glu
Phe
Met

Ala

val

val

Gly

Pro

Lys

Pro

val

val

Pro

Met

Ala

Leu

Lys

His

Thr

Ile

Ala

Leu

Lys

Ser

Gly

Thr

Gly

Gly

Ser

Glu

ASp

Gly

Thr

Met

Arg



Gly

&

Ser

ser

Thr

Asn

Lys

Asp

Arg

Ile

Pro

Arg

Pro

Met

Leu

Tyr

Arg

Tyr
1775

e Met

1790

Asn
1805

Trp
1820

val
1835

cys
1850

Thr
1865

TYyr
1880

Ala
1895

Leu
1910

val
1925

Asn
1940

Leu
1955

Leu
1970

Phe
1985

Arg
2000

Arg
2015

Ile

Thr

Ala

Asnh

Trp

Leu

Phe

val

Asp

Lys

Thr

Gln

Lys

Leu

Glu

Leu

Gly

Ser

Ala

Ile

ser

Phe

Arg

Asp

val

Arg

Asp

val

Asn

Asn

Asp

Pro

Arg

Asp

Thr

Thr

Ile

Gly

val

Lys

Thr

Thr

val

Gly

Ala

Lys

Asp

Asn

Glu

Gly

Leu

Arg

Pro

Gln

Tyr

Pro

Asn

Glu

Thr

Ile

Pro

Ser

Glu

Glu

Ile

Arg

Glu

Pro

val
1780

Pro
1795

Asp
1810

Asp
1825

Ser
1840

Gly
1855

Tyr
1870

Asp
1885

Asp
1900

Glu
1915

Ala
1930

Gly
1945

Asp
1960

Asn
1975

Glu
1990

Ala
2005

val
2020

37

Gly

Gly

Glu

Trp

Ile

Lys

GIn

Ile

Pro

Arg

Ala

Asp

His

Thr

Lys

Arg

Trp

Met

ser

Glu

Ile

Lys

Arg

Lys

Ser

Arg

val

GlIn

Gln

Ala

Pro

Ser

Lys

Leu

Gly

val

Arg

Thr

Ser

val

Thr

Glu

Arg

Ile

Arg

Tyr

His

Glu

Ala

Thr

Ser

Glu

Glu

Asp

Asp

Gly

Ile

Lys

Met

Cys

Leu

Arg

Ile

Trp

Gly

Ala

Phe

Tyr

Ala
1785

Ala
1800

Ile
1815

Phe
1830

Asn
1845

Gln
1860

Asn
1875

Gly
1890

Leu
1905

Ala
1920

Gly
1935

Tyr
1950

Thr
1965

Ile
1980

Ile
1995

val
2010

A1a
Phe
Pro
Pro
Asp
Leu
Asn
Ala
Lys
Gly
Arg
Met
Glu
Ile
Asp
Glu

val

Ala

Pro

Glu

Gly

Ile

Ser

Asp

Asn

Pro

Pro

Ile

Gly

Ala

Pro

Gly

Leu

Ala

Ile

GIn

Arg

Lys

Ala

Arg

Trp

Phe

val

Met

Gly

GIn

Lys

Ala

Glu

Met

Ser



o

~ Arg

Thr

Ala

Phe

Ile

Leu

Ala

Leu

Leu

Leu

val

Leu

GIn

Ile

Lys

His

Gly
2030

Asn
2045

Lys
2060

Arg
2075

Ala
2090

Gly
2105

Asp
2120

Tyr
2135

Met
2150

Phe
2165

Leu
2180

Glu
2195

Met
2210

Asp
2225

Leu
2240

Lys
2255

Ala
2270

Phe
Asn
Glu
Thr
Ala
Lys
Asn
Arg
Leu
Phe
cys
Pro
val
ASIj
Thr
Asp

Thr

GIn

GlIn

Gly

Tyr

Gly

Leu

Leu

His

Leu

Leu

val

His

Leu

Gln

val

Leu

Met

Tyr

val

Glu

ser

Arg

Pro

vai

Ala

Ala

Ser

Met

Trp

Leu

Leu

Ala

Gly

Leu

Ser

Leu

Arg

Asp

Arg

GIn

Met

Met

Leu

Gly

Ala

Ile

Ile

Ala

Ala

Ile

Asp

Asp
2035

Glu
2050

Lys
2065

Pro
2080

ser
2095

His
2110

Leu
2125

Glu
2140

Ile
2155

Arg
2170

ser
2185

Ala
2200

Pro
2215

TYyr
2230

Asn
2245

Gly
2260

val
2275
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Arg

Glu

Lys

Leu

val

Leu

His

Glu

Ala

Gly

Ser

Ala

Glu

val

Glu

His

Asp

Arg

Asn

Leu

Ala

ser

Thr

Asn

Leu

val

Leu

Ala

ser

Pro

val

Met

val

Leu

Trp

Met

Arg

Leu

Gly

GIn

Ser

Pro

Leu

Gly

Leu

Ile

Asp

Ile

Gly

Ala

His

Cys

Asp

Pro

Arg

Asp

Arg

Glu

Asp

Thr

Lys

Leu

Ile

Arg

Gly

Leu

Ala

Pro

Phe
2040

val
2055

Arg
2070

Glu
2085

Leu
2100

Ala
2115

Gln
2130

Thr
2145

Thr
2175

Trp
2190

Leu
2205

Gln
2220

Leu
2235

Leu
2250

Glu
2265

Ala
2280

Asp

Glu

Trp

Phe

Ile

GIn

Gly

Ile

Gly

Ser

Met

Glu

Arg

Leu

Glu

Asn

Ser

Gly

Ile

Leu

Lys

Leu

Asn

Gly

Glu

val

Ile

Ala

Phe

Thr

Phe

Thr

His

Ala

Glu

Trp

Asp

Glu

Glu

Lys

Thr

Thr

Gly

Ser

Phe

Pro

val

Thr

His

Trp



Thr

His

Ala

Ile

Tyr

Leu

Ala

Asn

val

Leu

Ala

Leu

val

Gly

Gly

Gln

Ser

Leu
2285

Thr
2300

Asn
2315

Ser
2330

Ser
2345

val
2360

Thr
2375

Pro
2390

Tyr
2405

Ile
2420

Leu
2435

Trp
2450

ser
2465

Leu
2480

Thr
2495

Leu
2510

Tyr

Ile

Gln

Lys

Gln

Arg

Thr

Asp

Leu

Cys

Glu

Met

Ala

Gly

Asn

Ala

Glu

Ala

Met

val

His

Glu

val

Ala

Cys

Glu

Gly

Ala

Phe

Ala

GIn

Met

val

Asn

Ala

Asp

Asn

Tyr

Ala

Asp

Lys

Thr

ser

Ser

Asn

Ser

GlIn

Leu

Glu

Ala

Thr

Ile

Ile

Pro

Ala

Thr
2290

Thr
2305

Leu
2320

Gly
2335

Leu
2350

Ile

2365

GIn

Gly

Phe

Ser

Ile

Pro

Ile

Leu

Gly

Ser

val

Lys
2380

Ile
2395

Glu
2410

Gln
2425

Thr
2440

Gly
2455

Phe
2470

Met
2485

Glu
2500

y
2515

AsSp
2530
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Thr

Ala

Met

val

Thr

Ile

Arg

val

Lys

Ile

Leu

Lys

Arg

Lys

Thr

Ser

Arg

Ile

Asn

Gly

Pro

Leu

Gly

Thr

Ala

GIn

Leu

Ala

Phe

Gly

Ser

Leu

Glu

Ser

Ile

Ile

Leu

Leu

Ile

Pro

Ala

Ile

Leu

Leu

Thr

Trp

Ser

Leu

Gly

Phe

Glu

Thr

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

Ala

Asp

Gly

Met

Gly

Asn

Tyr

Gly

Glu

Asn

Ala

Pro
2295

Leu
2310

Lys
2325

Ala
2340

Ala
2355

Leu
2370

Gly
2385

Leu
2400

GlIn
2415

Arg
2430

Pro
2445

Thr
2460

Leu
2475

Gly
2490

Lys
2505

Thr
2520

Lys
2535

Met

Thr

Gly

Leu

val

GIn

Ile

Asp

Ile

Thr

Leu

Thr

Ala

Gly

Trp

Tyr

Glu

Me.t
Ala
Trp
Gly
Leu
Ala
Met
Pro
Met
Thr
Thr
Ile
Gly
Arg
Lys
Lys

Gly

Arg

Ile

Pro

Cys

Met

Lys

Lys

val

Leu

Trp

Thr

Ala

Ala

Arg

Arg

Arg

Leu



‘Lys
TLys
Lys
‘Cys
Gly
Trp
Pro
Ser
Lys
Ile
Met
Arg
Asn
Arg
Asp
Ala

Glu

Leu
2555

val
2570

Ala
2585

Gl
2
Asn

2615

Pro
2630

Pro
2645

Met
2660

Leu
2675

GIn
2690

Asn
2705

Ile
2720

Phe
2735

Leu
2750

Asn
2765

His
2780

Gly

Arg

Ile

Gly

Pro

Leu

Glu

Asn

val

Asn

Arg

ser

val

Thr

Gly

Leu

Lys

Glu

Trp

Asp

Leu

Gly

val

Lys

Pro

Glu

Pro

Lys

Thr

ser

Met

Ala

Asp

Ser

Thr

Phe

Leu

Lys

His

Arg

Cys

Thr

Pro

Tyr

His

His

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

val

Gly

Lys

Glu

Leu

Asp

Ile

Trp

Met

Gly

Glu

val

His

Thr

Ile

Trp

40

Lys
2545

Glu
2560

Cys
2575

val
2590

Glu
2605

His
2620

Thr
2635

Glu
2650

Leu
2665

Pro
2680

Gly
2695

Met
2710

Asn
2725

Arg
2740

Arg
2755

Gly
2770

His
2785

His

Arg

Gly

Thr

Pro

Ser

Leu

Glu

Arg

Ser

Met

Tyr

Met

Lys

GIn

Tyr

Ala

Asn

Arg

Glu

Ile

Gly

Leu

Gly

Gly

val

Leu

Trp

Thr

Pro

val

Arg

Asp

val

Leu

Gly

val

Pro

Lys

cys

Arg

Asn

val

val

val

Ser

Thr

Ala

Ile

Glu

Ser

val

Gly

Lys

Met

Asp

Asp

Thr

Gln

Glu

Arg

ser

Arg

Tyr

val

Glu

Asp

Arg
2550

Lys
2565

Trp
2580

Ala
2610

val
2625

Ile
2640

Leu
2655

Phe
2670

Thr
2685

Asn
2700

cys
2715

Met
2730

Glu
2745

Glu
2760

Asn
2775

Asn
2790

Gly

Pro

Ser

Tyr

Thr

Phe

Gly

Arg

cys

Leu

Pro

Gly

Leu

Arg

Pro

Ile

Pro

Thr

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Phe

Glu

val

Ile

Glu

Leu

Thr

Leu

Asp

Glu

Lys

Tyr

Ala

Gly

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

Leu

Lys

Gln

Ser

Gly

Asn

val

val

Asn

Lys



Thr
‘A1a
Trp
Thr
Arg
Thr
Arg
Ala
Ala
Arg
Tyr
Lys
Arg
Trp
Leu
Gly

Ile

Trp
2795

Ser
2810

Asp
2825

Pro
2840

Thr
2855

Ala
2870

Ile
2885

Ala
2900

Lys
2915

Glu
2930

Asn
2945

Ala
2960

Phe
2975

Phe
2990

His
3005

Gl
3

Thr
3035

Ala

Ser

val

Phe

Pro

Arg

Cys

Ile

Glu

Arg

Met

Lys

Leu

ser

Lys

Asn

Glu

Tyr

Met

Ile

Gly

Lys

Trp

Thr

Gly

Ala

Glu

Met

Gly

Glu

Arg

Leu

Met

Asp

val

Pro

Gln

Ala

Leu

Arg

Ala

val

Leu

Gly

Ser

Phe

Glu

Gly

Tyr

Asp

Gly
Asn
Met
GIn
Lys
Trp
Glu
val
Glu
His
Lys
Arg
Glu
Asn
Tyr
Ala

Leu

Ser
2800

val
2830

Arg
2845

Arg
2860

Glu
2890

Phe
2905

Asp
2920

Lys

41

Tyr

val

Thr

val

Gly

Phe

Phe

val

Glu

GIn

2935

Arg
2950

Ala
2965

Ala
2980

Ser
2995

Ile
3010

Asp
3025

Gln
3040

Glu

Ile

Leu

Leu

Leu

ASp

Asn

Glu

val

Gln

Phe

Thr

Leu

Thr

Asp

Arg

Gly

Lys

Trp

Gly

Ser

Arg

Thr

Glu

val

Arg

Ile

Lys

Ala

Ser

Arg

Glu

Phe

Lys

Lys

Tyr

Phe

Gly

Asp

Ala

Ala

Lys

Leu

Ala

Glu

Gln

Arg

Lys

Asn

Trp

cys

Leu

Met

Met

val

Ile

Gly

Lys

Pro
2805

Leu
2820

Met
2835

Lys
2850

Ile
2865

Asn
2880

val
2895

Gln
2910

Glu
2925

Ala
2940

Gly
2955

Trp
2970

Asn
2985

Glu
3000

ser
3015

Trp
3030

Ile
3045

Ser

Thr

Thr

val

Met

Lys

Arg

Trp

Leu

Thr

Glu

Leu

Glu

Gly

Arg

Asp

Thr

Gly

Lys

Asp

Asp

Glu

Lys

Ser

Asn

val

cys

Phe

Gly

Asp

Glu

Ile

Thr

Asp

Ser

Pro

Thr

Thr

val

Pro

Asn

Ser

val

Gly

Ala

His

Gly

Pro

Arg

Ile



Met

Thr

Gly

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Ala

Pro

Pro

Arg

Arg

Ala

Phe

Ala

Ile

Glu
3050

Tyr
3065

Thr
3080

Gln
3095

GIn
3110

Glu
3125

Glu
3140

Asp
3155

Leu
3170

Gln
3185

Phe
3200

Glu
3215

Ala
3230

Cys
3245

His
3260

val
3275

His
3290

Pro

GIn

val

val

Leu

Leu

Lys

Asp

Thr

Trp

Cys

Arg

Leu

Arg

Pro

Ala

Asn

Met

Gly

Ile

Glu

Tyr

cys

Ala

Glu

ser

val

val

Gly

Arg

val

His

His

Lys

Asp

Thr

Arg

Thr

Gly

val

Leu

Pro

His

val

Ser

Lys

Asp

Asp

His

Ala
val
val
Tyr
GIn
Pro
val
V;]
Asn
ser
His
Pro
Gln
ser
Leu
Trp

GIn

Leu
3055

val
3070

Ile
3085

Gly
3100

Met
3115

Asn
3130

Glu
3145

Lys
3160

Asp
3175
Lys

3190

Phe
3205

Cys
3220

val
3280

Trp
3295
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Leu

Arg

Ser

Leu

Glu

Leu

Arg

Pro

Met

Gly

His

Arg

Ala

Ala

Leu

Pro

Met

Ala
val
Arg
Asn
Ser
Ala
Leu
Ile
61y
Trp
Gln
Asn
Gly
GIn
Ala
Thr

Thr

Thr

GIn

Arg

Thr

Glu

Gly

Lys

Asp

Lys

Asn

Leu

GIn

Trp

Met

Ala

Ser

Thr

Ser

Arg

Asp

Phe

Gly

Arg

Arg

Asp

val

Asp

Ile

Asp

Ser

Trp

Asn

Arg

Glu

Ile
3060

Pro
3075

GIn
3090

Thr
3105

Ile
3120

val
3135

Met
3150

Arg
3165

Arg
3180

Trp
3195

Met
3210

Glu
3225

Leu
3240

GIn
3255

Ala
3270

Thr
3285

Asp
3300

Phe

Ala

Arg

Asn

Phe

Leu

Ala

Phe

Lys

GIn

Lys

Leu

Arg

Leu

Ile

Thr

Met

Lys

Lys

Gly

Met

Leu

Asp

Ile

Ala

Asp

Gin

Asp

val

Glu

Met

cys

Trp

Leu

Leu

Asn

Ser

Glu

Pro

Trp

Ser

Thr

Ile

val

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ser

Ser

Ser
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val Trp Asn Arg val Trp Ile Glu Glu Asn Pro Trp Met

- 3305 3310 3315

Lys Thr His val ser Ser Trp Glu Glu val Pro Tyr Leu
-3320 3325 3330

Arg Glu Asp GIn Trp Cys Gly Ser Leu Ile Gly Leu Thr
3335 3340 3345

Ala Thr Trp Ala Thr Asn Ile Gln val Ala Ile Asn_ Gln
3350- 3355 3360

Arg Leu Ile Gly Asn Glu Asn Tyr Leu Asp Tyr Met Thr
3365 3370 3375

Lys Arg Phe Lys Asn Glu Ser Asp Pro Glu Gly Ala Leu
3380 3385 3390

<210> 42

<211> 10723

<212> DNA

<213> yjrus da Dengue

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(10723)

<223> LAV2

<400> 42

agttgttagt ctacgtggac cgacaaagac agattctttg agggagctaa

gttctaacag ttttttaatt agagagcaga tctctgatga ataaccaacg

aaaaacacgc ctttcaatat gctgaaacgc gagagaaacc gcgtgtcgac

ctgacaaaga gattctcact tggaatgctg cagggacgag gaccattaaa

gccectggtgg cgttccttcg tttcctaaca atcccaccaa cagcagggat

tggggaacaa ttaaaaaatc aaaagctatt aatgttttga gagggttcag

ggaaggatgc tgaacatctt gaataggaga cgcagatctg caggcatgat

attccaacag tgatggcgtt ccatttaacc acacgtaacg gagaaccaca

agcagacaag agaaagggaa aagtcttctg tttaaaacag aggttggcgt

accctcatgg ccatggacct tggtgaattg tgtgaagaca caatcacgta

cttctcaggc agaatgagcc agaagacata gactgttggt gcaactctac

gtaacttatg ggacgtgtac caccatggga gaacatagaa gagaaaaaag

ctcgttccac atgtgggaat gggactggag acacgaactg aaacatggat

ggggcctgga aacatgtcca gagaattgaa acttggatct tgagacatcc

atgatggcag caatcctggc atacaccata ggaacgacac atttccaaag

Glu Asp

Gly Lys

Ala Arg

val Arg

Ser Met

Trp

gctcaatgta
gaaaaaggcg
tgtgcaacag
actgttcatg
attgaagaga
gaaagagatt
cattatgctg
catgatcgtc
gaacatgtgt
CaagtgtCCC
gtccacgtgg
atcagtggca
gtcatcagaa
aggcttcacc

agccctgatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



ttcatcttac
agagactttg
agctgtgtga
géagtcaaac
acaacagaat
aggttcgtct
ggaaagggag
gttgtgcaac
catgcagtcg
tccatcacag
acgggcctceg
cacaggcaat
tcaaattgga
gatgttgttg
gaaatccaaa
atggacaagc
gtgaaggaaa
gacggctctc
ggtcgcctga
gcagaacctc
ctcaactggt
gcgaagagaa
tttacatcta
agtggggttt
aattcacgca
ttgggagtca
aaatgtggca
ttccaaccag
atttgtggaa
gaattgaatc
aaaggaatca
tcatggaaaa
ctcattgatg

gaagttgaag

tgacagctgt
tggaaggggt
cgacgatggc
agcctgecac
ctcgcectgecec
gcaaacactc
gcattgtgac
cagaaaactt
gaaatgacac
aagcagaatt
acttcaatga
ggttcctaga
tacagaaaga
ttttaggatc
tgtcatcagg
tacagctcaa
tagcagaaac
catgcaagat
ttacagtcaa
catttggaga
ttaagaaagg
tggccatttt
taggaaaggc
catggactat
gcacctcact
tggtgcaggc
gtgggatttt
aatccccttc
tccgctcagt
acattctatc
tgcaggcagg
catggggcaa
gccccgaaac

actatggctt

cactccttca
ttcaggagga
aaaaaacaaa
cctaaggaag
aacacaaggg
catggtagac
ctgtgctatg
ggaatacacc
aggaaaacat
gacaggttat
gatggtgttg
cctgccgtta
gacattggtc
ccaagaaggg
aaacttactc
aggaatgtca
acaacatgga
cccttttgag
cccaattgtg
cégctacatc
aagttctatc
aggtgacaca
tctccaccaa
gaaaatcctc
gtctgtgaca
cgatagtggt
catcacagac
aaaactagct
aacaagactg
agaaaatgag
aaaacgatct
agcaaaaatg
agcagaatgc

tggagtattc
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atgacaatgc
agctgggtig
ccaacattgg
tactgtatag
gaacccagcc
agaggatggg
ttcagatgca
attgtgataa
ggcaaggaaa
ggcactgtca
ctgcagatgg
ccatggttgc
actttcaaaa
gccatgcaca
ttcacaggac
tactctatgt
acaatagtta
ataatggatt
acagaaaaag
atcataggag
ggccaaatgt
gcctgggatt
gtctttggag
ataggagtca
ctagtattgg
tgcgttgtga
aacgtgcaca
tcagctatcc
gagaatctga
gtgaagttaa
ctgcggectc
ctctctacag
cccaacacaa

accaccaata

gttgcatagg
acatagtctt
attttgaact
aggcaaagct
taaatgaaga
gaaatggatg
aaaagaacat
cacctcactc
tcaaaataac
caatggagtg
aaaataaagc
ccggagcegga
atccccatgce
cagcacttac
atctcaagtg
gcacaggaaa
tcagagtgca
tggaaaaaag
atagcccagt
tagagccggg
ttgagacaac
ttggatcctt
caatctatgg
ttatcacatg
tgggaattgt
gctggaaaaa
catggacaga
agaaagccca
tgtggaaaca
ctattatgac
agcccactga
agtctcataa
atagagcttg

tatggctaaa

aatgtcaaat
agaacatgga
gataaaaaca
aaccaacaca
gcaggacaaa
tggactattt
ggaaggaaaa
aggggaagag
accacagagt
ctctccaaga
ttggctggtg
cacacaaggg
gaagaaacag
aggggccaca
caggctgaga
gtttaaagtt
atatgaaggg
acatgtctta
caacatagaa
acaactgaag
aatgaggggg
gggaggagtg
agctgccttce
gataggaatg
gacactgtat
caaagaactg
acaatacaag
tgaagaggac
aataacacca
aggagacatc
gctgaagtat
ccagaccttt
gaattcgttg

attgaaagaa

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



aaacaggatg
gtccatgecg
aaagcctctt
aatggagtgc
cacaactata
gagatggact
agaggaccct
cgatcttgca
gaaatcagac
catgggcagg
atgcttagga
acattgatca
gccactatga
aaagtcagac
atgatgacta
gagttgactg
aagtatcaat
caaaacgcat
ttaacatcct
aatccaacag
ttaaatgagg
aatgatattc
ctcactggac
caggcagaga
atgtcgataa
ctggtgatct
tgggaagtga
ggaaaggctg
tcccagatcg
cgtggcgcty
aaagacctaa
gaagtccagg
ggtcttttca

acgtcaggat

tattctgcga
atatgggtta
tcattgaagt
tagaaagtga
gaccaggcta
ttgatttctg
ctttgagaac
cattaccacc
cattgaagga
tcgacaactt
cccgagtagg
cagggaacat
cggatgacat
caacttttgc
ctataggaat
atgcgttagce
tggcagtgac
ggaaagtgag
cacagcaaaa
ctatttttct
ctatcatggc
ccatgacagg
gatcggccga
tatcaggaag
aaaatgaaga
caggactttt
agaaacaacg
aactggaaga
gagccggagt
ttctaatgca
tatcatatgg
tattggcact
aaaccaacgc

ctccaattat

ctcaaaactc
ttggatagaa
taaaaactgc
gatgataatt
ccatacacaa
tgatggaaca
aaccactgcc
gctaagatac
gaaagaagag
ttcactagga
aacgaaacat
gtcctttaga
aggtatgggc
agctggacta
tgtactcctc
cttaggcatg
tatcatggct
ttgcacaata
aacagattgg
aacaaccctc
agtcgggatg
accattagtg
tttggaactg
cagtccaatc
ggaagaacaa
tcctgtatca
ggccggagta
tggagcctat
ttacaaagaa
taaaggaaag
aggaggctgg
ggagcctgga
cggaacaata

cgacaaaaaa
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atgtcagcgg
agtgcactca
cactggccaa
ccaaagaatc
ataacaggac
acagtggtag
tctggaaaac
agaggtgagg
aatttggtca
gtcttgggaa
gcaatactac
gacctgggaa
gtgacttatc
ctcttgagaa
tcccagagca
atggtcctca
atcttgtgeg
ttggcagtgg
ataccattag
tcaagaacca
gtgagcattt
gctggagggce
gagagagcag
ctgtcaataa
acactgacca
ataccaatca
ttgtgggatg
agaattaagc
ggaacattcc
aggattgaac
aagttagaag
aaaaatccaa
ggtgctgtat
ggaaaagttg

ccataaaaga
atgacacatg
aatcacacac
tcgctggacc
catggcatct
tgactgagga
tcataacaga
atgggtgctg
actccttggt
tggcattgtt
tagttgcagt
gagtgatggt
ttgccctact
agctgacctc
ccataccaga
aaatggtgag
tcccaaacgc
tgtccgttte
cattgacgat
gcaagaaaag
tagccagttc
tcctcactgt
ccgatgtcaa
caatatcaga
tactcattag
cggcagcagc
ttccttcacc
aaaaagggat
atacaatgtg
catcatgggc
gagaatggaa
gagccgtcca
ctctggactt

tgggtcttta

caacagagcc
gaagatagag
cctectggage
agtgtctcaa
aggtaagctt
ctgcggaaat
atggtgctgce
gtacgggatg
cacagctgga
cctggaggaa
ttcttttgtg
tatggtaggc
agcagccttc
caaggaattg

gaccattctt

aaatatggaa

agtgatatta
cccactgttce
caaaggtctc
gagctggceca
tctcctaaaa
gtgctacgtg
atgggaagac
agatggtagc
aacaggattg
atggtacctg
cccacccatg
tcttggatat
gcatgtcaca
ggacgtcaag
ggaaggagaa
aacgaaacct
ttctectgga

tggtaatggt

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



 gttgttacaa
ga%aatccag
cacccaggag
cgggdtttga
gcccttagag
cgggagattg
agagtgccaa
atagcagcta
atgacagcca
gatgaagaaa
tttaaaggga
tgcctgagga
tatgtcaaga
ggtgccaatt
ctaacagatg
gcagcacaaa

tacatggdgg

ctcctagata
gaaaaggtgg
gtagacttaa
ggcatcaact
gaagaaaacg
agatggttgg
gcagccggaa
ttcatgactc
gcaggtggaa
cttttactga
aggggcatag
tggtacgcac
atagttttgc
tacgttgtca
ctagaaaaaa
aacatcctgg

acatttgtta

ggagtggagc
agatcgaaga
cgggaaagac
gaacattaat
gacttccaat
tggacctaat
actacaacct
gaggatacat
ctccececggg
gagaaatccc
agactgtttg
aaaatggaaa
ctagaaccaa
tcaaggctga
gtgaagagcg
gaagagggag
aacctctgga
acatcaacac
atgccattga
tgagaagagg
acgcagacag
tggaagttga
atgctaggat
gaaagtctct
agaaggcaag
gggcgtacaa
cacttctggc
ggaagatgac
aaatacagcc
ttattccaga
tagccatcct
cgaagaaaga
acatagatct

caccaatgtt

atatgtgagt
tgacattttc
gaagagatac
cttggccccc
aagataccag
gtgtcatgcc
gattatcatg
ctcaactcga
aagcagagac
tgaacgctcg
gttcgttcca
gaaagtgata
tgattgggac
gagggttata
ggtgattctg
aataggaaga
aaatgatgaa
gccagaagga
tggcgaatac
agacctacca
aaggtggtgt
aatctggaca
ctattctgac
gaccctgaac
agacgcactg
ccatgctctc
tacagtcacg
cctgggaatg
acactggata
acctgaaaaa
cacagtggtg
tctcggattg
acgtcctgea

gagacatagc
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gctatagccc
cgaaagagaa
cttccggeca
actagagttg
accccageca
acatttacca
gacgaagccc
gtggagatgg
ccatttcctc
tggaattccg
agtataaaag
caactcagta
ttcgtggtta
gaccccagac
gcaggaccta
aatccaaaaa
gactgtgcac
atcattccta
cgcttgagag
gtctggttgg
tttgatggag
aaagaagggg
ccactggege
ctaatcacag
gacaacttag
agtgaactgc
ggagggatct
tgctgcataa
gcagcttcaa
cagagaacac
gccgcaacca
ggaagcattg
tcagcatgga

attgaaaatt

agactgaaaa
gactgaccat
tagtcagaga
tggcagctga
tcagagctgw
tgaggctgct
atttcacaga
gtgaggcagc
agagcaatgc
gacatgaatg
caggaaatga
ggaagacctt
caactgacat
gctgcatgaa
tgccagtgac
atgagaatga
actggaaaga
gcatgttcga
gagaagcaag
cctacagagt
tcaagaacaa
aaaggaagaa
taaaagaatt
aaatgggtag
cagtgctgca
cggagaccct
ttttattctt
tcacggctag
taatactgga
cccaagacaa
tggcaaacga
caacccagca
cgctgtatgce

cctcagtgaa

aagcattgaa
catggacctc
agctataaaa
aatggaggaa
gcacaccggg
atcaccagtt
cccagcaagt
tgggattttt
accaatcata
ggtcacggat
tatagcagct
tgattctgag
ttcagaaatg
accagtcata
ccactctagt
ccagtacata
agctaaaatg
accagagcgt
gaaaaccttt
ggcagctgaa
ccaaatccta
attgaaaccc
taaggaattt
gctcccaacce
cacggctgag
ggagacattg
gatgagcgca
catcctccta
gttttttctc
ccaactgacc
gatgggtttc
acccgagagc
cgtggccaca

tgtgtcccta

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
63900
6960
7020



‘ acagctatag
aagatyggaca
actctcacag
.caagcﬁaaag
actgtcgatg
aagcagttgg
actacatggg
gaaggaaatc
agagggagtt
acaagaaggg
aacgcattgg
agaaccttag
ggctcagcaa
gtggacctcg
agagaagtca
acatatgggt
gaaaagtgtg
gcaggacgaa
ttttgcataa
caaaggaaat
atgtactggg
atgttgatca
ctcggaagceg
gggaaaagaa
cacccataca
tcatccatgg
gtgacacaga
aaagtggaca
gcagagtggc
gaattcacaa
aagtggaagt
gaaaggaatc
agagagaaga

tggcttggag

ccaaccaagc
tcggagttcc
cagctctttt
caaccagaga
gaataacagt
gacaagtaat
ctctgtgtga
cagggaggtt
acttggccgg
gaactggcaa
gaaaaagtga
caaaagaagg
aactgagatg
gttgtggcag
aaggcctaac
ggaatctagt
acacattatt
cactcagagt
aggttctcaa
atggaggagc
tatccaatgc
acagatttac
gaacccgtaa
tagaaaaaat
aaacgtgggc
tcaacggagt
tggcaatgac
cgagaaccca
tttggaaaga
gaaaggtgag
cggcacgtga
tccatcttga

agctagggga
cacgcttctt

cacagtgtta
ccttctegec

cttattggta

agctcagaaav

gattgaccta
gctcctagtc
ggctttaacc
ttggaacact
agctggactt
cataggagag
attccagatc
cattaaaaga
gttcgttgag
aggaggcetgg
aaaaggagga
gcgtcttcaa
gtgtgacata
ccttaactta
cccatatatg
cttagtgagg
ttccgggaac
aatgagatac
catcgggatt
aaagcaagag
ataccatggt
ggtcaggctg
agacacgact
agaaccgaaa
attagggaag
aagcaatgca
ggctgttgaa
aggaaagtgt
attcggcaag

agagtttgaa
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atgggtctcg
attggatgct
gcacattatg
agagcagcgg
gatccaatac
ctctgegtga
ttagctaccg
accattgcgg
ctcttttcta
acgcttggag
tacaagaaaa
ggagaaacgg
agaaacatgg
tcatactatt
ccaggacacg
agtggagttg
ggggagtcat
gtagaaaatt
ccctcagtca
aatccactct
atagtgtcat
aagaaagcca
gaaagtgaga
catgaaacat
agctatgaaa
ctgacaaaac
ccatttggac
gaaggcacga
aaaaagacac
gccttggggg
gatagtaggt
gaaacatgtg
gcaaaaggca

gccctaggat

ggaaaggatg

actcacaagt
ccatcatagg
cgggcatcat
cttatgatcc
ctcaagtatt
ggcccatctc
tgtcaatggc
ttatgaagaa
agaaatggaa
gtggaatcca
accatcacgc
tcacaccaga
gtggaggact
aagaacccat
acgttttctt
caccaaatcc
ggttgaacaa
tagaaaaaat
cacgaaactc
cagtgaacat
cttacgagcc
taccaaacct
catggcacta
caaaacagac
cttgggacgt
aacagcgcgt
agaaactaat
ccaggatgtg
ccatattcac
tttgggagct
tgtacaacat
gcagagccat

tcttaaatga

gccattgtca
caaccccata
gccaggactc
gaaaaaccca
aaagtttgaa
gatgatgagg
cacattgtgg
taacattttt
cacaaccaac
aagccgattg
ggaagtggat
tgtgtcgcega
agggaaagta
aaagaatgta
ccccatgtca
catcccgcca
cacagtggaa
caacactcaa
ggaagcacta
cacacatgag
gatttcaagg
ggatgttgac
agatataatt
tgaccaagac
tggatcagca
tgtccccatg
ttttaaagag
gaaaataaca
caccagagaa
tgatgagaac
ggttgacaag
gatgggaaaa
atggtacatg

agatcactgg

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060



\-ttctccagag
attctaagag
tgggatacaa
gaaggagaac
gtgcgtgtgce
caaagaggta
caactaatca
acagaagaaa
atggccatca
ttaacagctc
agaggatgga
atgaaagacg
gcccgaatct
tacgcccaaa
gctatttgct
catgctaaac
attcaagaaa
tacttgggga
acctgggcaa
gaatacacag
gttctgtggt
catagtacgg
ggccatcata
tgtaaaaaat
ggttagagga
agctgtagtc
catattgaég
gaacgccaga
<210>
<211>

<212>
<213>

43
1069
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

misc
.
LAV3

agaaétccct
acgtgagcaa
gaatcacact
acaagaaact
aaagaccaac
gtggacaagt
gacagatgga
tcgctgtgea
gtggagatga
taaatgacat
atgattggac
gtcgcgtact
cccaaggagc
tgtggagctt
cggcagtacc
atgaatggat
acccatggat
aaagagaaga
agaacatcca
attacatgcc
agaaagcaaa
aaaaaactat
aatgccatag
ccgggaggcec
gacccctccc
tcgctggaag
ctgggaaaga

aaatggaatg

9

_feature

. (10699)

gagtggagtg
gaaagaggga
agaagaccta
agccgaggcc
accaagaggc
tggcacctat
gggagaagga
aaactggtta
ttgtgttgtg
gggaaagatt
acaagtgccc
cgttgttcca
agggtggtct
gatgtacttc
atcacattgg
gacaacggaa
ggaagacaaa
ccaatggtgc
agcagcaata
atccatgaaa
actaacatga
gctacctgtg
cttgagtaaa
acaaaccatg
ttacaaatcg
gactagaggt
ccagagatcc

gtgctgttga

Virus da Dengue
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gaaggagaag
ggagcaatgt
aaaaatgaag
attttcaaac
acagtaatgg
ggactcaata
gtctttaaaa
gcaagagtgg
aaacctttag
aggaaagaca
ttctgttcac
tgtagaaacc
ttgcgggaga
cacagacgcg
gttccaacaa
gacatgctga
actccagtgg
ggctcattga
aatcaagtta
agattcagaa
aacaaggcta
agccccgtcc
ctatgcagcc
gaagctgtac
cagcaacaat
tagaggagac
tgctgtctcc

atcaacaggt

ggctgcacaa
atgccgatga
aaatggtaac
taacgtaccé
acatcatatc
ctttcaccaa
gcattcagca
ggcgcgaaag
atgacaggtt
tacaacaatg
accatttcca
aagatgaact
cggecctgttt
acctcaggct
gtcgaacaac
cagtctggaa
aatcatggga
ttgggttaac
gatcccttat
gagaagagga
gaagtcaggt
aaggacgtta
tgtagctcca
gcatggcegta
gggggcccaa
ccccccgaaa
tcagcatcat

tct

gctaggttac
caccgcagga
aaaccacatg
aaacaaggtg
gagaagagac
tatggaagcc
cctaacaatc
gttatcaaga
cgcaagcgct
ggaaccttca
tgagttaatc
gattggcaga
ggggaagtct
ggcggcaaat
ctggtccata
cagggtgtgg
ggaaatccca
aagcagggcc
aggcaatgaa
agaagcagga
cggattaagc
aaagaagtca
cctgagaagg
gtggactagc
ggcgagatga
caaaaaacag

tccaggcaca

9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10723



<400> 43
agttgttagt

tdhtgacagt
aaaaccgtct
gbcgaagaga
atttatagct
gggtaccttt
aaacatgctg
accagcaaca
gaagaatgaa
actcatagct
cattaccgaa
gacttatgga
agctccccat
agcttggaga
actagcccta
tatactatta
agattttgtg
gtgtgtgact
ggccacccaa
aaccgactca
ctacgtgtgt
caagggaagc
ggtgcaacat
ccaggtggga
tgaagccatt
ggatttcaat
atggttcttt
gaacaggaaa
tgttcttgga
aacctcagga
attggaactc
agtctccgaa
accctgcaag

gatcacagcc

ctacgtggac
tttttattag
atcaatatgc
ttctcaagag
ttcctcagat
aagaagtcgg
agcattatca
cttgctttcc
agaggaaaat
atggatctgg
gtggagcctg
acatgcaatc
gttggcatgg
caagtcgaga
tttcttgecc
atgctggtta
gaaggcctat
accatggcta
ctggcgaccc
agatgtccca
aagcatacat
ttggtgacat
gagaacctca
aatgaaacgc
ttacctgaat
gaaatgatct
gacttacccc
gagcttcttg
tcacaagagg
ggcacaagta
aaagggatga
acgcagcatg
attcctttct

aatccagtgg

cgacaagaac
agagcagatc
tgaaacgcgt
gattgctgaa
ttctagccat
gggctattaa
acaaacggaa
acttaacttc
ccctactttt
gagagatgtg
aagacattga
aagctggaga
gactggacac
aggtagagac
attacatagg
ccccatccat
cgggagctac
agaacaagcc
taaggaagct
cccaagggga
acgtggacag
gcgcgaaatt
aatacaccgt
agggagtcac
atggaaccct
yattgacaat
taccatggac
tgacatttaa
gagcaatgca
tctttgeggg
gctatgcaat
ggacaatact
ccacggagga

tgaccaagaa
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agtttcgact
tctgatgaac
gagaaaccgt
cggccaagga
tccaccgaca
ggtcttaaaa
aaagacatcg
acgagatgga
caagacagcc
tgatgacacg
ctgctggtgce
gcatagacgc
acgcactcaa
atgggccctt
cacttccttg
gacaatgaga
gtgggttgac
cacgctggac
atgcattgag
agcgatttta
aggctgggga
tcaatgttta
catcatcaca
ggctgagata
cgggctagaa
gaagaacaaa
atcaggagct
aaatgcacat
tacagcactg
gcacttaaaa
gtgctrtgggt
cattaaggtt
tggacaagga

ggaggagcct

cggaagcttg
aaccaacgga
gtgtcaactg
ccaatgaaat
gcaggagtct
ggcttcaaga
ctctgtctca
gagccgcgea
tctggaatca
gtcacttaca
aaccttacat
gataagagat
acctggatgt
aggcacccag
acccagaaag
tgtgtaggag
gtggtgctcg
atagagctte
ggaaaaatta
cctgaggagc
aacggttgtg
gaatcaatag
gtgcacacag
acaccccagg
tgctcaccac
gcatggatgg
acagcagaaa
gcaaaaaagc
acaggagcta
tgtagactca
agctttgtgt
gagtacaaag
aaagctcaca

gtcaacattg

cttaacgtag
aaaagacggg
gatcacagtt
tggttatggc
tggctagatg
aggagatctc
tgatgatgtt
tgattgtggg
acatgtgcac
aatgccccca
cgacatgggt
cagtggcgtt
cggctgaagg
ggtttaccat
tggttatttt
taggaaacag
agcacggtgg
agaagaccga
ccaacataac
aggaccagaa
gtttgtttgg
agggaaaagt
gagaccaaca
catcaaccgc
ggacaggttt
tacatagaca
caccaacttg
aagaagtagt
cagagatcca
agatggacaa
tgaagaaaga
ggaaagatgc
atggcagact

aggctgaacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



tccttttgga
gtacaagaag
catggccatc
attagggaaa
ctcctggatg
aaatacttct
cgtggtgcaa
aagtggaatt
agactccccc
aattaggtca
ttacatatta
cttagagcaa
aacatgggga
tgggccaagc
ggattacggg
ccaactatgt
cgacatgggc
cttcatagag
gctagagagt
caggcccggg
cttcaactat
atcattgaga
cacacttcct
acccattaat
ggtggacaac
aggaaaattt
ctcagggcaa
ctctgacaga
gccactectg
gggagttggg
gaatggaatt
actatggacg

ctggagaaca

gagcatgagg

gaaagtaaca
ggaagctcga
ttgggagaca
atggtccacc
atgaaaattg
atgtcatttt
gctgacatgg
ttcgtcacta
aagagactgg
acaaccagaa
tgggaaaaca
gggaaaagaa
aaggcaaaaa
acaccggagt
ttcggagttt
gaccataggc
tattggatag
gtgaaaacct
gacatgatta
taccacaccc
tgtgaaggaa
acaacaacgg
cccctacgat
gagaaagaag
ttcacaatgg
gggaaaaaac
ataacatgga
atggggatgg
gctttgggat
ttggccatgg
gctttggggc
gcattagttt
gccactctga

aaaacagatt

tagtaattgg
ttgggaagat
cagcctggga
aaatatttgg
gaataggtgt
catgcatcgc
ggtgtgtcat
atgaggtcca
caacagccat
tggagaacct
acattaaatt
cactaacacc
tagtgacagc
gtccaagtgc
tcacaaccaa
taatgtcggc
aaagccaaaa
gcacatggcc
tcccaaagag
aaacggcagg
caacagttgt
tgtcagggaa
acatgggaga
agaatatggt
gtgtcttgtg
acatgattgc
gagacatggc
gcgtcactta
tcttecctgag
cagcaacgtt
tcatggctct
ccctaacgtg
ttttagccgg

ggctcccaat
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aéttggagac
gttcgaggct
ctttggatca
gagtgcttac
cctcttaacc
gataggaatc
aaactggaaa
cacctggaca
tgcaggcget
cttgtggaag
aacggtagtt
acaacccatg
tgaaacacaa
ctcaagagca
catatggctg
agccgtcaag
gaatgggagt
aaaatcacac
tctagctggt
accctggeac
catctcagaa
gttgatacac
agacggctgc
aaagtctcta
tttggcaatc
aggggttctc
gcacacactc
cctagctcta
gaaactgaca
acgactgcca
taaactgata
ttcaaataca
aatttcgcett

gactgtggca

aaagccctga
actgccagag
gtgggtggtg
acagccctat
tggatagggt
attacactct
ggcaaagaac
gagcaataca
tgggaaaatg
caéatagcca
gtaggcgaca
gagctaaaat
aattcctctt
tggaatgtgt
aaactccgag
gatgagaggg
tggaagctag
actctctgga
cccatttecge
ttaggaaaat
aactgtggga
gaatggtgct
tggtatggca
gcctcagcag
ctctttgaag
ttcacgtttg
ataatgattg
attgcaacat
tctagagaaa
gaggacattg
acacaatttg
attttcacgt
ttgccagtgt

gctatgggag

aaatcaactg

gtgcaaggcg
ttttgaattc
ttggtggagt
tgaactcaaa
atctgggagc
tcaaatgtgg
aatttcaagc
gagtgtgcgg
atgaactgaa
taactggggt
attcttggaa
tcataataga
gggaggtgga
aggtgtacac
ctgtacatgc
aaaaagcatc
gcaatggtgt
aacacaacca
tggagctgga
caagaggccc
gccgetegtyg
tggaaatcag
ggagtggaaa
aggtgatgag
tgctcctect
ggtccaacgc
ttaaaattca
atttattgct
aacagatggc
aaacatacca
tgactgttgc
gccagtcttc

ctcaacccct

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080



accacttttt
ggggdtgatg
gcctatggcet
cacg%cagca
gcaaacagga
aaaagatgac
atcaggcatc
gcaaacccaa
ggaactggaa
gggggttgga
agtgttgaca
gatttcatac
ggttattgcc
tcagacaaca
atctcccatc
aaagaatgga
accagagttg
tgggtcagga
cttaaggact
gaaagggctc
gattgttgat
tccaaactac
ggctagaggg
agcaacaccc
agagagagac
tgggaagaca
gcggaaaaat
aaagaccaaa
caatttcaaa
agatggaccc
gcaaaggaga
gggccagect
ggacaacatc

gtcagccgec

attttcagtc
gcagttggac
ggaccattag
gacctcactg
gtgtcccaca
gagactgaga
tttccatact
agatccggeg
gaaggggtct
gtacagaaag
cacaatggga
ggaggaggat
gtagagcctg
acaggggaaa
ataaacagag
ggctatgtca
gaagaagaga
aagacgcgga
ctaattttgg
ccaataaggt
ctaatgtgtc

aacttgataa

tacatatcaa

cctggaacag
ataccggaac
gtgtggtitg
ggaaaaaagg
ctgaatgatt
gcagatagag
gagcgggtga
gggagagttg
ctcaacaatg
aacacaccag

atagacggcg

tgaaagatac
ttgtgagcat
tggctggggg
tagaaaaagc
atttaatggt
acatcttaac
ccatacccge
tcctatggga
ataggatcaa
aaggagtttt
aaagactgga
ggagattgag
ggaagaaccc
taggagcaat
agggaaaggt
gtggaatagc
tgttcaaaaa
aatatcttcc
caccaacaag
atcaaacaac
acgcaacgtt
taatggatga
ctcgtgtagg
ctgatgcctt
gctcatggaa
tccctageat
ttattcaact
gggactttgt
tgatcgaccc
tcctggetgg
gcaggaaccc
atgaagacca
aagggattat

aataccgect

51

actcaaaagg
tctagetagt
cttgctgata
agcagatgta
cacagttgat
agtgctttta
aacactgttg
cgtacccagce
acagcaagga
ccacaccatg
accaaactgg
tgcacaatgg
aaagaacttt
tgcactggat
agtgggactg
gcaaacaaat
gcgaaatcta
agctattgtt
ggtagttgca
tgcaacaaaa
cacaatgcgc
ggcccatttc
aatgggagag
tcctcagagce
ttcaggcaat
caaagccgga
cagcaggaag
ggtgacaaca
aagaagatgt
accaatgcca
acaaaaagaa
tgctcactgg

accagctctc

gaagggtgag

agaagctggc
tctctectta
gcgtgctacg
acatgggagy
gatgatggaa
aaaacagcac
gtctggcata
cccccagaga
atttttggga
tggcatgtca
gctagcgtga
aaaaaggggg
caaaccatgc
ttcaagcctyg
tatggcaatg
gcagaaccag
accataatgg
agagaggcaa
gctgagatgg
tctgaacaca
ttgctgtcac
acagacccag
gcagccgcaa
aacgctccaa
gaatggatta
aatgacatag
acctttgaca
gacatttcag
ctcaagccgg
gtcaccgtag
aatgaccagt
acagaagcaa
tttgaaccag

tccaggaaga

cactgaatga
ggaatgatgt
tcataactgg
aagaggccga
caatgagaat
tactaatagt
cttggcaaaa
cacagaaagc
aaacccaagt
Caagaggggc
aaaaagatct
aggaggtgca
caggcatttt
gaacttcagg
gagtggttac
atggaccgac
atctccatcc
tcaagagacg
aagaagcatt
caggaagaga
cagtcagggt
ccagtatagc
ttttcatgac
ttcaagatga
ctgactttgt
Caaactgctt
cagaatatca
aaatgggagc
tgattttgac
cgagcgetge
acatattcat
aaatgctgct
aaagggagaa

ctttcgtgga

4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120



actcatgagg
caaatataca
gaatatggat
gcrfbatgcc
tggcagaaag
agcccacaga
cggtagggcc
cctgggactg
gattggaaag
ggctgatgtc
gttgctcata
cgtgataggc
aactacaaag
tttggatgtg
aataacacca
catagctaac
ggacttgggc.
tgcagcggca
aaaagccacc
ggatggaata
actaggacag
atgggccttg
atcacctggg
gagctattta
gagaggaaca
gttatcccgg
agaagccaaa
cgcaaaactt
cctaggetgt
agtgcgagga
cggatggaac

. gtgtgatacc

cagaaccata

taaagtattg

aggggtgacc
gatagaaaat
gtggaaatct
cgcacttatt
tcaatcgecc
acgagaaacg
tacaggcatg
atgatcttgt
acttcaatag
ccactccaat
ccagaaccag
atacttacat
agagatttag
gacttgcacc
atgttgagac
caggcagtgg
gtaccactat
gtacttttgc
cgtgaagctc
atgacaatag
gtcatgctcc
tgtgaagttc
aagttctgga
gcaggagctg
gggtcacaag
aaagagtttg
gaagggttaa
caatggttcg
ggaagaggag
tacacaaaag
atagtcaagt
ctattgtgtg
agagttttga

aacccataca

tcccagtttg
ggtgctttga
ggacaaagga
cagatccttt
ttgatcttgt
ccctggataa
cagtggagga
taacaggtgg
gactcatttg
ggatcgcatc
aaaagcagag
tggctgcaat
gaatgtctaa
cagcatcagc
acaccataga
tcctgatggg
tggcactggg
tagtcacaca
agaaaaggac
acctagatcc
tggttctgtg
taaccctagce
acaccacgat
ggcttgcttt
gtgaaacctt
acctttacaa
aaagaggaga
tggagagaaa
gctggtcata
gcggcccagg
taatgagtgg
acattggaga
agatggttga

tgccaactgt

52

gctagcccat
tggagaacgt
aggagaaaag
agcactcaaa
gacagaaata
tttggtgatg
actaccagaa
agcaatgctc
tgtaattgct
ggctatagtc
aactccccaa
agtagcggcc
agaaccaggt
ctggacattg
gaattccaca
tttagacaaa
ttgctattca
ttatgcaatt
agctgctgga
tgtaatatat
tgcagtccaa
cacaggacca
agctgtttcc
ttctatcatg
aggagaaaag
gaaatccgga
aataacacac
catggtcatt
ttactgtgca
acacgaagaa
aaaggatgtt
atcttcacca
accatggcta

gattgagcac

aaagtagcat
aataatcaaa
aaaaaactga
gaattcaagg
ggaagagtgc
ctgcacacgt
acgatggaaa
ttcttgatat
tccagcggea
ctggagtttt
gacaaccaac
aatgaaatgg
gttgtttctc
tacgccgtgg
gcaaatgtgt
ggatggccga
caagtgaacc
ataggtccag
ataatgaaga
gattcaaaat
cttttattga
ataacaacac
atggcgaaca
aaatcagttg
tggaaaaaga
atcaccgaag
catgccgtgt
cctgaaggaa
ggactgaaaa
ccagtaccta
ttttatctgc
agcccaacag
aagaacaacc

ttagaaagac

cagaagggat
ttttagagga
gacctaggtg
attttgcagc
cttcacactt
cagaacatgg
cactcttact
caggtaaagg
tgttatggat
ttatgatggt
tcgcatatgt
gactgttgga
caaccagcta
ccacaacagt
ctctggecage
tatcgaaaat
cactaactct
gattgcaggc
atccaacggt
ttgaaaagca
tgagaacatc
tctgggaagg
tctttagagg
gaacaggaaa
aattaaatca
tggatagaac
ccagaggcad
gagtcataga
aagttacaga
tgtctacata
cacctgaaaa
tggaagaaag
agttttgcat

Tacaaaggaa

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160



acatggagga
gatdtccaat
gaacagattc
agggacccga
aataaaaagg
caaaacgtgg
gataaatgga
gatggcaatg
caccaggaca
gcttiggagg
aaagaaggtc
cagtgcgaga
actccacaaa
aaaacttgga
agccaggtac
tgaaaactct
agatatttcc
aagaataaca
acacaggcag
ccaacgacca
cagtggacag
cagacaaatg
agagaagaaa
catcagcggg
tgccctgaac
atggcatgat
agatggaaga
aatctcccaa
tcaaatgtgg
atgttcagca
tcaccatcag
ggacaatcca
agggaagaga

ggcccagaac

atgcttgtga
ggtacaggca
acaatgacac
catgtcaatg
atcaaagagg
gcttaccatg
gtcgtgaaac
acagatacaa
cctaggccca
accctgggaa
agaaccaacg
gctgctgttg
ctgggcaagt
gagtttggta
cttgagttcg
tacagtggag
aagatacccg
gaagatgacc
ctagcgaacg
actccaaagg
gtgggaactt
gaaggagaag
attacacaat
gatgattgcg
gatatgggaa
tggcaacagg
aagttggtag
ggagcaggat
gctctcatgt
gtaccagtcc
tggatgacta
tggatggaag
gaagaccaat

atactcacag

gaaatccact
atatcgtctc
acaggagacc
cggaaccaga
agcatagttc
gatcctatga
tcctcacaaa
ctccattcgg
tgccaggaac
ggaacaaaag
cagctatggg
aggacgaaga
gtggaagctg
aagcaaaagg
aggcgctcgg
tagaaggaga
gaggagccat
tgcacaatga
ctatattcaa
gcacggtaat
atggtctgaa
gcgtgttgtce
ggttggaaac
ttgtgaaacc
aggttagaaa
tccecttety
ttccctgeag
ggagccttag
attttcacag
actgggtccc
cagaagacat
acaaaactcc
ggtgcggatc

caatccaaca

53

ctcacgaaac
ttcagtcaac
caccatagag
aacacccaac
aacatggcac
agtaaaagcc
accatgggat
ccagcaaaga
aagaaaggtt
acccagatta
cgctgtcttc
attttggaaa
cgtttacaac
cagtagggct
attcctcaat
aggactgcac
gtatgctgat
ggaaaaaatc
gctcacatac
ggacatcata
cacattcacc
aaaggcagac
taaaggagtg
aatcgacgac
ggacatacct
ctcccaccac
accccaggac
agaaactgca
aagagatctt
cacgagcaga
gcttactgtc
agtcacaacg

actcataggt

ggtgagaagc

tccacgcacg
atggtatcca
aaagatgtgg
atggatgtca
tatgatgatg
acaggctcag
gtggtgccca
gtttttaaag
atggagatca
tgcacaaggg
acagaagaga
cttgtggaca
atgatgggca
atatggtaca
gaagaccact
aagctgggat
gacacagccg
acacagcaga
caaaacaaag
tctaggaaag
aacatggaag
ctcgagaacc
gaaaggttaa
agattcgcca
caatggcagc
tttcatgaat
gaactaatag
tgtctaggga
agactagcat
acgacatggt
tggaacaggg
tgggaagatg
ctcacttcca

ctcataggca

aaatgtattg
gattgctact
atctaggagc
ttggggaaag
aaaatcctta
cctecctecat
tggtgacaca
agaaagtgga
cagcggagtg
aggaattcac
accaatggga
gagaacgtga
agagagagaa
tgtggttggg
ggttctcgeg
acatcttgag
gttgggacac
tggaccctga
tggtcaaagt
accaaagagg
cccagctaat
cccatccget
aaagaatggc
atgccctget
catcaaaggdg
tgatcatgaa
gaagagcgag
aagcctacgc
ccaacgccat
ctattcatgc
tgtggataga
ttccatatct
gagcaacctg

atgaagagtt

8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200



tctggactac
ttdgf%aaag
gcagcctgtg
tt@aékaaac
accgtggaag
cacaacgcag
aggttagagg
tcctgctgte
tgaatcaaca
<210>
<211>

<212>
<213>

44
1064
DNA

<220>
<221>
<222>
<223> LAvV4

<400> 44
agttgttagt

misc

.

ttctaacagt
tggttagacc
ggttggtgaa
tagcattcat
gatggggaca
taggccgcat
tgattcccac
tggcaaaaca
gcactctcat
ccttactggt
gggtcatgta
ctttaacacc
aaggggcettg
cgctecttggc
tctttgtcct

acagagactt

gaggatgcgt

atgccttcga
caggaggtaa
agccccgtcc
cgtgctgect
ctgtacgcac
cagcggggcec
agaccccccg
tcctcageat

ggttctagt

8

_feature

.(10648)

ctgtgtggac
ttgtttgaat
acctttcaat
gagattctca
cacgtttttg
gttgaagaaa
gctgaacatc
cgtaatggeg
tgaaaggggg
tgccatggac
caataccgaa
tgggacatgc
acattcagga
gaagcatgct
aggatttatg
aatgatgctg
tgtggaagga

cacaaccatg

tgaagagatt
actgtcaggc
aaggacgtta
gtagctccgt
ggtgtagcag
cgagcactga
Caaacaaaaa

cattccaggc

Virus da Dengue

cgacaaggac
agagagcaga
atgctgaaac
accggacttt
cgagtccttt
aataaggcca
ttgaacggga
tttcacttgt
agacctctct
ttgggtgaaa
cctgaagaca
acccagagcg
atgggattgg
cagagagtag
gcttatatga
gtcgccccat
gtctcaggtg

gcccagggaa
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caggaaggag
cacattaagc
aaagaagaag
cgtggggacg
actagtggtt
gggaagctgt
cagcatattg

acagaacgcc

agttccaaat
tctctggaaa
gcgagagaaa
tttctgggaa
ccatcccacc
tcaggatact
gaaaaaggtc
caacaagaga
tgtttaagac
tgtgtgagga
ttgattgctg
gagaacggag
aaacaagagc
agagctggat
ttgggcaaac
cctacggaat
gagcatgggt

aaccaacctt

gaggagtcag
cacagtacgg
tcaggcccaa
taaagcctgg
agaggagacc
accteccttgce
acgctgggag

agaaaatgga

cggaagcttyg
aatgaaccaa
ccgegtatca
aggaccctta
aacagcaggg
gattggattc
aacgataaca
tggcgaaccc
aacagagggg
cactgtcacg
gtgcaatctc
acgagagaag
tgagacatgg
actcagaaac
aggaatccag
gcgatgcgta
cgatctggtg

ggattttgaa

agggagccat
aagaagctgt
aagccacggt
gaggctgcaa
cctcccatga
aaaggactag
agaccagaga

atggtgctgt

cttaacacag
cgaaaaaagg
acccctcaag
cggatggtgc
attctgaaaa
aggaaggaga
ttgctgtget
ctcatgatag
atcaacaaat
tataaatgcc
acgtctacct
cgctcagtag
atgtcatcgg
ccaggattcg
cgaactgtct
ggagtaggaa
ctagaacatg

ctgactaaga

10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10699

60
120
180
240

. 300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



caacagccaa
taaecacggc
aacagtacat
ttgga;aagg
atttggtcca
cccatgcagt
caccatcggt
ggtctggaat
tgcataagca
aggttcactg
aggatgtgac
cagaagtgga
gtatggagaa
ttgacaaaga
gtgctggage
ttgggcgtat
agttagaacc
cactccattg
gtgcaaaacg
tgttcacatc
ttggaggagt
cgaactcaag
ttctgggett
tgaagtgtgg
aatttcaacc
gggtctgtgg
acgagctaaa
tgaagggggt
attcatggaa
ttttaataga
ttgaggtgga
aaggaagttc
ctgtgcatgce

agaaagcatc

ggaagtggct
aacaagatgt
ctgccggaga
aggagttgtg
aattgagaac
aggaaatgac
ggaagtcaaa
tgactttaat
atggtttttg
gaattacaaa
agtgctggga
ctccggtgat
attgagaatc
gatggcagaa
tccgtgtaaa
catctcatcc
cccctttggg
gttcaggaaa
aatggccatt
attgggaaag
ctcatggatg
gaacacttca
cacagttcaa
aagcggaatt
ggagtcccca
aattagatca
ttatgttctc
gttgaccaaa
gacatgggga
cggaccagac
agactatgga
agaagtgtgt
tgacatgggt

tcttattgaa

ctgttaagaa
ccaacgcaag
gatgtggtag
acatgtgcga
cttgaataca
acatccaatc
ttgccggact
gagatgattc
gatctacctc
gagagaatgg
tctcaggaag
ggaaatcaca
aagggaatgt
acacagcatg
gtccccatag
acccctttgg
gacagctaca
gggagttcca
ctaggtgaaa
gctgtgcacc
attagaatcc
atggctatga
gcagacatgg
tttgtggttg
gcgagactag
accacgaggc
tgggaaggag
ggcaagagag
aaagcaaaaa
acctccgaat
tttggcatgt
gaccacaggt
tattggatag

gtgaaaacat

55

cctattgceat
gagagcctta
acagagggtg
agttttcafg
cagtggttgt
atggagttac
atggagaact
tgatgaaaat
taccatggac
tgacatttaa
gagccatgca
tgtttgcagg
catacacgat
ggacaacagt
agataagaga
ctgagaatac
tagtgatagg
ttggcaagat
cagcttggga
aggtttttgg
taattgggtt
cgtgcatagc
gttgtgtggt
acaacgtgca
cgtctgcaat
tggaaaatgt
gacatgacct
cactcacacc
tcttcacccc
gccccaatga
tcacgaccaa
taatgtcagc
agagctcaaa

gtctgtggec

tgaagcctca
tctaaaagag
gggcaatggc
ttcggggaag

aacagtccac
agccacgata
aacactcgat
gaaaaagaaa
agcaggagca
ggttcctcat
ttctgccctc
acatctcaag
gtgttcagga
ggtgaaagtc
tgtgaacaag
caacagtgca
tgttggaaac
gtttgagtcc
ttttggttec
aagtgtgtat
cctagtgttg
tgttggagga
gtcatggagt
cacttggaca
attgaatgcc
catgtggaag
cactgtagtg
cccagtgaat
agaagcaaga
acgaagagca
catatggatg
ggcaattaaa
aaaccagacc

caagacccac

atatcaaaca
gaacaagacc
tgtggcttgt
ataacaggca
aatggagaca
actcccaggt
tgtgaaccca
acatggcttg
gacacatcag
gccaagagac
gctggagcca
tgcaaagtcc
aagttctcaa
aagtatgaag
aaaaaagtgg
accaacatag
agtgcattaa
acatacagag
gttggtggac
acaaccatgt
tggattggca
atcactctgt
gggaaagaat
gaacagtaca
cacaaagatg
caaataacca
gctggggatg
gatctgaaat
aatagcacat
tggaactttc
aaattccgag
gatcagaaag
tggcagatag

acattgtgga

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120



gcaatggagt
accacaatta
tagagataga
atagéagccc
gccgctectg
tggagattag
gacagggcac
aatgcttgag
gtgccatcat
gggacactat
agatgtcacc
cactaatggt
aactcattga
acacccaagt
tcatggcftg
" ‘ggacaagctg
cccaagctct
ctcttaacga
agaatgatgt
tgatgagtgg
aaatggcaga
ctttctccat
tgataacagt
tgtggcaagt
ctcaaaaagc
aaactcaggt
caagaggatc
ggaatgacat
aagatgttca
ccggcctttt
gaacgtctgg
gagtagttac
agccagatta

tacaccccgg

gctggaaagc
ccgecagggce
ctttggagaa
atctttgagg
cacgatgcct
gcccttgagt
atcagaaact
gagaagagtc
cctaggaggc
gtctggtaga
aggatacgtg
aataggaatg
tggaatatca
gggaacctta
gaggaccatt
tcttcaaaaa
gccagtgtac
gggcataatg
ccctttaget
tagctcagca
cataacaggc
acgggacgtc
gtcaggtctc
gaaaacacaa
cgcactgtct
tggagtaggg
agtgatctgc
gatatcatac
ggtcctcgec
caagacccta
ttctcccatc
caaatcaggt
tgaagtggat

agctggaaag

cagatgctca
tatgccacgc
tgccccggaa
accaccactg
cccttaaggt
gaaaaagaag
ttttctatgg
actaggaaac
ctcacatgga
ataggaggac
ctgggtgtgt
gccatgacaa
ctggggctaa
gccctttect
atggctgtgt
cagtctcatt
ctaatgactc
gctgtgggtt
ggcccaatgg
gatctgtcac
tcaagcccaa
gaggaaacca
taccccttgg
agatcaggag
gaaggagtgt
atacacatgg
catgagactg
ggtgggggat
atagaaccag
actggagaaa
atcaacagga
gattacgtca
gaggacattt

acaaaaagaa

56

ttccaaaatc
aaaccgtggg
caacagtcgc
catctggaaa
tcttgggaga
agaacatggt
gtctgttgtg
acatgatatt
tggacttact
agatccacct
ttttaaggaa
cggtgctttc
ttttgctaaa
tgaccttcat
tgtttgtggt
gggtagaaat
ttatgaaagg
tggttagtct
tggcaggagg
tagagaaggc
tcatagaagt
atatgataac
caattccagt
ccctgtggga
acaggatcat
aaggtgtatt
ggagattgga
ggagacttgg
gaaaaaatcc
ttggagcagt
aaggaaaagt
gtgccataac
ttcgaaagaa

ttcttccatc

atatgcgggc
cccatggcac
aattcaggag
actagtcacg
agatgggtgc
caaatcacag
cctgaccttg
ggttgtggtg
acgagccctc
agccatcatg
actcacttca
aattccacat
aatagtgaca
aagatcaaca
cacactcatt
aacagcactc
agcctcaaga
cttaggaagc
cttacttctg
cgccaatgtg
gaagcaggat
ccttrtggtg
cacaatgacc
cgtcccctca
gcaaagaggg
tcacacaatg
gccatcttgg
agacaaatgg
taaacatgtc
aacattagat
catcggactc
gcaagccgaa
aagattaact

aatagtgaga

ccttrtttcac
ttaggcaaat
gattgtgacc
caatggtgéf
tggtatggga
gtaacggccg
tttgtggaag
atcactcttt
atcatgttgg
gcagtgttca
agagagacag
gaccttatgg
cattttgaca
atgccattgg
cctttgtgcea
atcctaggag
agatcttggc
gctcttttaa
gcggcttacy
cagtgggatg
gaagatggct
aaactggcac
ttatggtaca
cccgctgeca
ttatttggga
tggcatgtaa
gctgacgtca
gacaaagaag
caaacgaaac
ttcaaacccg
tatggaaatg
agaattggag
ataatggact

gaagccttaa

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160



' aaaggaggct
aggccctacg
gaagagagat
ccagd@ttcc
gtgtcgcggce
tcatgaccgc
aagacatcga
actaccaagg
attgtttgag
agtatccaaa
tgggggccaa
tcctaacaga
gcgctgctca
ttttctccgg
tgctgcttga
gggaaaaaac
ttgtggaatt
" ctggcatttc
tagaagaaaa
caagatggtt
ttgctagtgg
cttacctttc
aaagaggagg
ttatgcttgt
ggaaaggaat
tctgggtagce
tcatggtact
tctacgtcat
tgattgaaaa
tcgatgtgga
tgactcccat
ttgccaacca
acctcggtgt

cagcatcctt

gcgaaccttg
tggactgcca
tgtagacctc
aaattacaac
tagaggatac
aacccctccc
gagggaaatt
gaaaactgtg
aaagtcggga
aacgaaactc
ttttagagct
tgggccagag
gagaagaggg
agacccacta
caatatctac
ccaagccatt
aatgaggaga
ttacaaagat
catggaggtt
agatgcacgt
aaggaagagc
ctctagggcc
gagggcctac
agctttacta
agggaaattg
agaaattcaa
gttgataccg
attgaccatt
aacaaaaacg
cttgagacca
gctgagacac
ggcggeegte
gccgectgtta

agtcatgctt

attttggctc
atccgttatc
atgtgtcatg
ctcatagtga
atctcgacca
ggagcgacag
ccggaaaggt
tggtttgttc
aagaaagtta
acggactggg
gggagagtga
agagtcattt
cgaataggaa
aaaaatgatg
accccagaag
gatggagagt
ggagaccttc
cgggaatggt
gaaatttgga
gtatacgctg
ataactctcg
aagctcgcecc
caacacgccc
ggtgctatga
tcaatgggtt
ccccagtgga
gaaccagaaa
ctcaccatta
gattttgggt
gcttcagcat
accatagaaa
ctaatggggc
gcaatgggat

tcagtccatt
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ccacgagagt
agaccccagc
caaccttcac
tggatgaagc
gggtggaaat
atccctttcc
catggaacac
ccagcataaa
tccagttgag
attttgtggt
tagaccctag
tagcaggtcc
ggaacccagc
aagatcatgc
ggatcattcc
ttcgcectcag
cggtgtggcet
gcttcacagg
ctagagaggg
accccatggc
acatcctaac
ttgataacat
tgaacgaact
cagcaggtat
tgataaccat
tagcggectc
aacaaaggac
ttggtctcat
tttaccaggt
ggacgctcta
acacgtcggc
ttggaaaagg
gctattctca

atgcaataat

ggtggcggec
tgtgaaatca
aacaagactt
acatttcacc
gggagaggca
ccagagcaac
agggttcgac
agctggaaat
taggaaaacc
cactacagac
gagatgcctc
tattccagtg
acaagaagac
ccactggaca
aacattgttt
aggggaacaa
gagctataag
ggaaaggaat
agaaaagaaa
tttgaaggat
agagattgcc

agtcatgctc

cccggagtca

cttcctgttt
tgcggtgget
aatcatacta
cccacaagac
agcagccaac
aaaaacagaa
tgcagtagcc
caacctatct
atggccgcetc
agtgaaccca

aggtccagga

gagatggaag
gaacacacag
ttgtcatcaa
gatccticta
gcagccatct
agcccaatag
tggataacag
gacattgcaa
tttgatacag
atatctgaaa
aagccagtta
actccagcaa
gaccaatacg
gaagcaaaga
ggtccggaaa
aggaagactt
gtagcttctg
aaccaaattt
aagctaaggc
tttaaggagt
agtttgccaa
cacacaacag
ctggaaacac
ttcatgcaag
agtggcttgt
gagttttttc
aatcaattga
gagatggggc
accaccatcc
accacawttc
ctagcagcca
cacagaatgg
acaactttga

ttgcaggcaa

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200



aagccacaag
acgggataac
tagggcaggt
gggcf%tctg
acccgggaag
gttacctggc
ggggaactgg
takacagaaa
aagccaagtc
gtaagattag
ttggctgtgg
tgaaagggta
gctggaattt
tggacaccct
gaacattaag
tcaaagtcct
aacatggtgg
gggtgtcagg
tgaacaggtt
caggaacgag
ggcttcagcg
acagaacctg
tggtgaacgg
agttagccat
ataccagaac
ggctgtgggc
tctcaaaagt
catcagccag
ccctacacca
aaaagttagg
gagcgcggtt
gagaaaattc
aggagataga

caagaatcac

agaggcccag
agtaatagat
catgctactc
tgaagtcttg
gttttggaac
gggagctgga
gaccacagga
agagtttgaa
tgccctgaaa
atggattgtt
gagaggagga
tacaaaagga
ggtcaaactc
gctctgtgat
agttttgaag
taacccctac
gaaccttgtc
agcgtcggga
cacaacaagg
aagtgtctcc
attgcaagag
ggcgtatcat
ggtagtaaaa
gacagacaca
accacaacca
cctccttggg
tagatcaaac
tgaagctgtg
ggaagggaaa
agagtttggc
tctggaattt
atggagtgga
caagaaggat

tgaggatgac

aaaaggacag
ctagaaccaa
gtcttgtgtg
actttggcca
acgaccatag
ctggcttttt
gagacactgg
gagtataaaa
gatgggtcta
gagagaggga
tggtcttatt
ggtccaggac
cattcagggg
attggggagt
atggtggagc
atgccaacag
agatgcccgce
aacattgtga
cataggaaac
actgaaacag
gagcacaaag
ggaagctatg
ctgctaacaa
accccttttg
aaacccggta
aagaagaaaa
gcagccatag
aatgacagcc
tgtgaatcgt
agagccaagg
gaagccctgg
gtggaagggg
ggagacctaa

cttcaaaatg
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ctgctgggat
tatcctatga
ctggacaact
caggaccaat
ccgtatccac
cactcataaa
gagagaagtg
gaagtggaat
aaatcaagca
tggtaaagcc
acatggcgac
atgaagaacc
ttgacgtgtt
catcttctaa
catggctctc
tcatagaaga
tgtccaggaa
gctctgtgaa
ccacttatga
aaaaaccaga
aaacctggca
aagctccttc
aaccttggga
ggcaacaaag
cacgaatggt
atcccagact
gcgcagtctt
ggttttggga
gtgtctacaa
gaagccgagce
gttttttgaa
aaggtctgca
tgtatgctga

aagaactgat

catgaaaaac
cccaaaattt
actcttgatg
cttgaccttg
cgccaacatt
gaatgyacaa
gaagagacag
actagaagtg
tgcagtatct
aaaagggaaa
gctcaagaac
gattcccatg
ctacaaaccc
tccaacaata
ttcaaaacct
gctggagaaa
ctccacccat
cacaacatca
gaaggacgta
catgacaatt
ttatgatcag
gacaggctct
tgtggttcca
agtgttcaaa
tatgaccacg
gtgcacaagg
tcaggaagaa
actggttgac
catgatggga
aatctggtac
tgaagatcac
cagattggga
tgacacagca

cacggaacag

cccacggtgg
gaaaagcaat
agaacaacat
tgggagggca
ttcaggggaa
acccctagga
ctaaactcat
gacaggactg
agagggtcca
gttgtagatc
gtgactgaag
gctacttatg
acagagcaag
gaggaaggaa
gaattctgca
ctgcagagaa
gagatgtatt
aagatgttgt
gatcttgggyg
attgggagaa
gaaaacccat
gcatcctcca
atggtgaccc
gagaaggtgg
acagccaatt
gaagagttca
cagggatgga
aaagaaaggg
aaacgtgaga

atgtggctgg

tggtttggca

tatatcctgg

ggctgggaca

atggcccccce

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240



accacaagat
tcatcagace
gtagtggaca
tccgccaaat
tgaaagaaag
caatcagtgg
tcttcttgaa
gatggaaaaa
aggatggccg
gaatctcgca
cccagatgtg
tatgctcage
ctcatcatca
aagacaaccc
tagggaaaag
gggcgaagaa
acgtggatta
tgtaattacc
gagcaaaccg
ccatgcgcca
ccatcactga
tggaaggact
aaagaccaga

gattggtgtt

cctagccaaa
cacaccgaga
agttggaaca
ggaagctgaa
agttgagaaa
agacgattgc
cgacatggga
ctggcaagag
ctcactagtt
gggggctgga
gtcgctcatg
agttccaacg
gtggatgacc
taatatgact
agaggatttg
cattcacacg
catgccagta
aacaacaaac
tgctgectgt
cggaagctgt
caaaacgcag
agaggttaga
gatcctgcetg

gttgatccaa

gccattttca
ggagcggtga
tatggtttga
ggagtcatca
tggctgaaag
gtggtgaagc
aaggtgagga
gttccttttt
gttccatgta
tggagcttaa
tacttccaca
gaatggtttc
actgaagata
gacaagactc
tggtgtggat
gccataaccc
atgaaaagat
accaaaggct
agctccgeca
acgcgtggca
Caaaagggygyg
ggagaccccc
tctctgcaac

caggttct
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aactaaccta
tggatatcat
acacattcac
cacaagatga
agtgtggtgt
ccctggatga
aagacattcc
gctcccacca
gaaaccagga
gagaaacagc
gaagggatct
caacaagcag
tgctcaaagt
cagtccattc
ccctgattgg
aggtcagaaa
acagcgctcc
attgaagtca
ataatgggag
tattggacta
cccgaagcca
ccaacacaaa

atcaatccag

tcaaaacaaa
atccaggaaa
caacatggaa
catgcagaac
cgacaggtta
gaggtttggc
gcagtgggaa
ctttcacaag
tgaactgata
ctgcctgggce
gcgtttagec
aacaacatgg
gtggaacaga
gtgggaagat
actttcttcc
cctgatcgga
ttcagagagt
ggccacttgt
gcgtgaaatc
gcggttagag
ggaggaagct
aacagcatat

gcacagagcg

gtggtgaaag
gaccaaagag
gttcaactca
ccaaaagggt
aagaggatgg
acttcecctcc
ccatctaagg
atcttcatga
gggagagcca
aaagcttacg
tccatggceca
tcaatccacg
gtgtggatag
ataccttacc
agagccacct
aaagaggaat
gaaggagttc
gccacggcett
cctagggagg
gagacccctc
gtactcctgg
tgacgctggg

aagcaagatg

9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10648
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REIVINDICACOES

1. CEPA DO VIRUS DA DENGUE-1 VIVO ATENUADO,
caractefizada pelo fato de que compreende a seqiiéncia SEQ 1D N° 3, em que
pelo menos os nucleotideos nas posigdes 5962 e 7947 estao mutados, com a
condicdo de que os seguintes nucleotideos nao estdo mutados: 1323, 1541,
1543, 1545, 1567, 1608, 2363, 2695, 2782, 5063, 6048, 6806, 7330, e 9445.

2. CEPA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo
fato de que o nucleotideo na posigao 2719 também esta mutado.

3. CEPA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que a SEQ ID N° 3 compreende as mutagdes 2719
G>A, 5962 C>A, e 7947 A>G.

4, CEPA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizada pelo fato de que inclui também uma substituicdo de um ou mais
nucleotideos em uma determinada posigao do cdédon que nao resulta em
alteragao no aminoacido codificado naquela posigao.

5. CEPA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizada pelo fato de que compreende a SEQ ID N° 1.

6. COMPOSICAO IMUNOGENICA, caracterizada pelo fato de
que compreende uma cepa do virus da dengue-1 vivo atenuado, conforme
definido em uma das reivindicagdes de 1 a 5, em um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

7. COMPOSICAO DE VACINA, caracterizada pelo fato de que
compreende uma cepa do virus da dengue-1 vivo atenuado, conforme definido
em uma das reivindicagbes de 1 a 5, em um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

8. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagao 7,
caracterizada pelo fato de que € uma composigao de vacina monovalente.

9. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 7,
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caracterizada pelo fato de que é uma composicdo de vacina para dengue
multi\v’/aﬁlente.

10. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 9,
caracterizada pelo fato de que compreende um virus da dengue-2 vivo
atenuado que compreende a seqiiéncia SEQ ID N° 40.

11. COMPOSICAO, de acordo com uma das reivindicagdes 7 a
10, caracterizada pelo fato de que contém de 10 a 10° CCIDsy de cepa do
virus da dengue-1 vivo atenuado conforme definido em uma das reivindicagtes
de 1a4.

12. ACIDO NUCLEICO ISOLADO, caracterizado pelo fato de
que compreende a sequéncia de DNA SEQ ID N° 1 ou sua sequéncia de RNA
equivalente.

13. POLIPROTEINA ISOLADA, caracterizada pelo fato de que
é codificada pela SEQ ID N° 1 ou fragmentos desta, que compreende pelo
menos uma lisina na posicéao 481 da proteina NS3, e/ou de uma arginina na
posigao 125 da proteina NS5.

14. FRAGMENTO DE POLIPROTEINA, conforme definida na
reivindicagao 13, caracterizado pelo fato de que compreende as proteinas NS3

e/ou NS5.
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r 1° Grupo | [ 2° Grupo J
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| VDV1-n=4 |—» dos | VDV1-n=8 |
D28 Dados de
Analise de Seguranga
Seguranca |t pelo IDMC
Por IDMC P e do
relatério
pelo IDSC -
Stamaril® - n=4 l—b de D28 —-)I Stamaril® - n=8

Fig. 6



(16! 1328-4

RESUMO
\ &EPA DO ViRUS DA DENGUE-1 VIVO ATENUADO, COMPOSICAO
~ IMUNOGENICA, COMPOSIGAO DE VACINA, ACIDO NUCLEICO |S~QLADO,
POLIPROTEINA ISOLADA E FRAGMENTO DE POLIPROTEINA”

5 A bresente invengao refere-se as cepas de virus VDV1 vivos
atenuados (virus da dengue sorotipo-1 derivado de células VERO) que foram
obtidas a partir de cepas 16007 do virus da dengue-1 tipo selvagem pela
passagem em células PDK e sanitizagdo em células VERO. A presente
invengao refere-se também a composigao de uma vacina que inclui uma cepa

10 do VDV1.
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