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quUaNtificadas. (185). ... 46

Figura 10: Representagdo esquematica dos peptideos sintetizados fixos a
membrana e em processo de identificacdo imunologica seguida de revelagéo
mediada por anticorpos conjugados com fosfatase alcalina e posterior
quantificacao digital realizados neste trabalho. .................oovviiiiiiiiiiicciieeee, 47

Figura 11: (A) Foto do gerador de presséo. (B) Foto da cAmara de presséo
onde sdo colocadas as cubetas para realizagdo dos experimentos, mostrando as
janelas por onde passam os feixes de luz para realizagdo das medidas
espectroscopicas e as mangueiras onde é conectado o sistema refrigerador. (C)
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pressado induzidas nas cavidades do CpMV. Esta figura mostra a copia reorientada
com volumes das cavidades mais préximas aos valores médios obtidos, AP —
Presséo Atmosférica, HP — Alta Pressdo. B: A variacdo do volume da cavidade
entre AP e HP como uma fungcdo do volume médio de HP. Numeros da curva
representam o numero da cavidade e do volume médio da cavidade em AP (em
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Figura 14: Mecanismos de processamento, apresentagcdo e comunicagao
celular para interpretacdo via MHC classe | de antigenos. O processamento
antigenos comeca ja com a transcricao e tradugao. Muitas proteinas séo feitas de
forma imperfeita, designadas por produtos defeituosos. De uma maneira
semelhante a proteinas endégenas funcionais, sdo degradadas pelo proteassomo
no nucleo e no citoplasma. O proteassomo pode, assim, gerar novos antigenos
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Resumo

O presente trabalho visou mapear os epitopos de preparagdes do Virus do
Mosaico do Tabaco (TMV), modelo experimental importante, nas formas nativas e
inativadas por alta pressdo hidrostatica (HHP) que corresponde a um método que
promove dissociacdo de proteinas oligoméricas e estruturas supramoleculares,
além de combinagdes com variacbes de temperatura e também na presenca de
agentes desnaturantes. Foi feita a identificacdo dos epitopos pela técnica de spot
synthesis de peptideo em membrana de celulose da proteina do capsideo do TMV
(TMVcp), a técnica consiste em arranjos planejados de peptideos relacionados a
TMVcp em quatro condi¢cdes experimentais — HHP, ureia, HHP na presenca de
ureia e HHP em baixa temperatura. Soros de camundongos Balb/C previamente
inoculados com a solugéo viral em sua forma nativa e também nos tratamentos
experimentais separadamente foram utilizados e revelados através de reagao
enzimatica derivada da interacdo entre anticorpos secundarios marcados com
fosfatase alcalina e anticorpos murinos dos soros testados. Os resultados foram
digitalizados, qualificados e quantificados. Em outra abordagem, a sequencia
obtida pelo sequenciamento do virus cultivado em laboratério foi submetida a
analises por algoritmos in silicio — bioquimicos e imunoldgicos — para previsao de
areas de interacao na superficie da proteina e também caracteristicas antigénicas
de producdo de epitopos, relacionados exclusivamente ao modelo animal
utilizado. A forma nativa do virus elicitou resposta imunoldgica similiar a prevista
pelos algoritmos, com diferencas importantes entre os relatos da literatura e

nossos resultados. Nas condicdes de HHP e combinagbes experimentais as
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previsdes in silicio discordaram dos resultados obtidos diametralmente em alguns
casos. O conjunto de informagbes geradas in silicio foram mapeadas na
cristalografia da TMVcp nativa e em combinagdo com dados obtidos
experimentalmente verificou-se extensa alteracdo no perfil de epitopos expostos
na superficie desta proteina, de acordo com os tratamentos fisico-quimicos

empregados.
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Summary

The present study aimed to map epitopes from different treatments of
Tobacco Mosaic Virus (TMV), an important experimental model in its native form
and when inactivated by high hydrostatic pressure (HHP), a method that promotes
dissociation of molecular assemblies and oligomeric proteins, along with
combinations of temperature variations and also in the presence of denaturing
agents. It was done by identification of epitopes technique peptide spot synthesis
on cellulose membrane capsid protein of TMV (TMVcp), the technique involves
planned arrangements of peptides related in four experimental conditions TMVcp -
HHP, urea, HHP in the presence urea and HHP at low temperature. Sera from
mice previously inoculated BalbC with the viral solution in its native form as well as
in experimental treatments were used separately exposed and developed through
enzyme reaction deriving from the interaction between labeled secondary
antibodies and antibodies to alkaline phosphatase murine sera tested. The results
were scanned, quantified and qualified. In another approach, the sequence
obtained by sequencing of viruses grown in the laboratory was subjected to
analysis by algorithms in silico - biochemical and immunological - to predict areas
of interaction on the protein surface and also antigenic characteristics of producing
epitopes exclusively related to the model animal used. The native form of the virus
elicited immune responses similiar to those provided by the algorithms, plus
important differences between the literature and our results were found. Under
conditions of HHP and combinations experimental silicon predictions differed in the

results diametrically in some cases. The set of information generated in silicon
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have been mapped in crystallography of native TMVcp and in combination with
data obtained experimentally it was found extensive changes in the profile of the
surface exposed epitopes of this protein, according to the physical-chemical

treatments employed.
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1 Introducgao

1.1 O Virus do Mosaico do Tabaco

Durante os ultimos anos, o virus do mosaico do tabaco (TMV) foi submetido
ao olhar de virologistas vegetais e historiadores da ciéncia. Com a comemoragéo
de 100 anos da virologia, e em particular, da elucidacao por Martinus Beijerinck
que o TMV era um contagium vivum fluidum, ou seja, uma substancia que mesmo
filtrada causava infeccdo e podia mover através de um meio de agar. Esta
propriedade, em uma comparagao direta com as bactérias, permaneceu
(contagium vivum fixum) (1, 2). Deste ponto em diante a ciéncia da virologia foi
criada, ampliando o espectro de organismos causadores de doencas. As
caracteristicas gerais do virus foram confirmadas pelo trabalho de Loeffler e
Frosch em Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) (3) juntamente com a
descoberta pelo canadense Félix d'Herelle (4) que as bactérias poderiam ser
lisadas por pequenos virus, cunhando o termo bacteriéfago viria entdo a

confirmagéo deste novo nicho da biologia.

Na primeira metade do século XX o TMV foi eleito virus modelo para
estudos basicos em biologia vegetal, virologia (incluindo virologia médica), biologia
estrutural, bioquimica, genética, imunologia e muitos outros campos da ciéncia
que se beneficiaram das caracteristicas elegantemente simples deste organismo.
Estas histérias foram recentemente discutidas e contextualizadas em diversas

revisbes da literatura (5-8). Hoje, o TMV mantém seu lugar como uma ferramenta



robusta para a pesquisa em muitos campos importantes da ciéncia e também do
ensino, bem como um modelo experimental e didatico para os cientistas e

historiadores.

Parte da compreensao do sucesso de TMV como objeto de estudo depende
da avaliacdo das praticas agricolas e em particular do tabaco. A partir de meados
do século XIX até o inicio do século XX, além do mercado potencial a época para
expansao comercial do fumo, o tabaco ganhava importancia como moeda de troca
e também como ferramenta de pesquisa. Os estudos feitos por Beijerinck, e os
dados preliminares, obtidos anteriormente por Mayer e lvanowski, além de
pioneiros estabeleceram informagdes importantes para a ciéncia virolégica que se

formava.

Antes de descrever o estado atual de desenvolvimento do conhecimento
em TMV ¢é interessante observar como este virus tornou-se uma valiosa
ferramenta para a biologia. No nivel mais basico, o objetivo dos cientistas da
época nao era estudar o TMV, mas obter uma compreensdo fundamental da
causa da doeng¢a do mosaico do tabaco, prejudicial a producao de tabaco naquele
momento com perdas expressivas em termos de produgcdo, como veremos
adiante. O trabalho com TMV era pragmatico: a doenga do mosaico reduz a
producéo e qualidade do tabaco, portanto, um corpo de conhecimento deveria ser
construido para solu¢cdo do problema. A doenca do mosaico era aparentemente

familiar aos produtores de tabaco na Holanda, antes mesmo do primeiro relatorio



de um aluno de Wageningen em 1857 (9). Adolph Mayer confirmou esta

observacao trinta anos depois:

“Nas regides dos Paises Baixos, onde o cultivo de tabaco floresce, isto é
nas provincias de Gelderland e Utrecht, ndo tem prevalecido durante muitos anos
uma doenca da planta cultivada, a qual parece ser muito importante para chamar
a atencdo das ciéncias agricolas, porque o dano causado por esta doenca é
frequentemente muito grande e eu mesmo sei casos em que, quando manifestada
a doenga, o cultivo do tabaco era abandonado inteiramente em um determinado

lugar”

Nesse manuscrito, Mayer usou a identificagdo de bactérias com a
apresentacao formal dos postulados de Koch em 1884 (10) como um modelo para
sua pesquisa. Avanco importante dado por Mayer para o desenvolvimento de
virologia foi a descoberta "que o sumo de plantas doentes obtidos por trituragédo
produzia uma determinada substancia infecciosa para plantas saudaveis®. Mayer
também escreveu uma nota curiosa a respeito de seus controles negativos: "Seiva
de plantas saudaveis ndo produzem a doenga, como ja comprovado
experimentalmente, embora para alguns pode parecer supérfluo, tentei isso".
Embora Mayer tenha falhado em sua tentativa de estabelecer a etiologia, tendo
concluido que "a doenca do mosaico do tabaco € uma doencga bacteriana”, o seu
relatério pode ser considerado monumental em um campo totalmente novo de
pensamento e de investigacdo. Mayer artificialmente transmitiu, pela primeira vez,

um agente causal incultivavel e invisivel ao microscopio. Isso durante uma época



em que Pasteur objetivava solucionar um problema semelhante com a raiva, e
avancgou pouco na direcdo da causa destas doencgas peculiares como fez Mayer.
Ivanowski também descreveu a doenca do tabaco (11), em paralelo com a
descricdo publicada por Mayer, mas concluiu que o agente, capaz de passar
através de filtros de porcelana era, provavelmente, uma toxina bacteriana.
Portanto, ndo até o relato de Beijerinck em 1898 ficou claro que o organismo era
menor do que bactérias. Em outras palavras, Beijerinck determinou que poderia
isolar o agente a partir de um filtrado de caldo infectado ou por difusdo em agar, e
em seguida utilizado para infectar plantas saudaveis, reproduzindo a doenca do
mosaico do tabaco (6-8, 11). No inicio do século XX, a agricultura era a pedra
angular da vida americana, com mais de 40% das pessoas vivendo ou
trabalhando em fazendas (12). Melhorias em todos os aspectos da agricultura
derivou de uma intenc&o pragmatica em reforcar a economia dos Estados Unidos,
que incluia os mercados locais e internacionais, transportes, mecanizagcao, bem
como a saude, educagdo e bem-estar dos seus cidaddos. A época, o centro
politico e filoséfico do pais girava em torno da agricultura. Esta inclinacéo politica
do pais em promover praticas inovadoras agricolas foi, em grande parte, resultado
da Land-Grant Morrill Act (1862), somada a Agricultural Experiment Station Act
(1877), e a criacdo do United States Department of Agriculture (USDA) em 1862,
dispositivos legais para a manutencdo dos objetivos citados. O Homestead Act
(1862) e a conclusédo da ferrovia transcontinental (1869) foram os passos finais

para garantir a expansio da agricultura e de novos assentamentos em todos os



Estados Unidos, garantindo jurisprudéncia, infraestrutura e, portanto, seguranca a

economia dependente da produgéo agricola.

Como a teoria microbiana foi aceita a época e a identificacdo de fungos e
bactérias como agentes de doencas de plantas tornou-se lugar comum, a
fitopatologia também ocupou posicdo de destaque na melhoria das culturas e
prevencdo de doencas no final do século XIX. As estagbes experimentais
agricolas e faculdades direcionadas a pesquisa cientifica para a melhoria das
culturas, e promoc¢ao da saude e o bem-estar social de ambos os agricultores e os
habitantes das cidades proliferaram. Embora o USDA tenha feito essa transi¢céo
em direcdo ao aprofundamento do conhecimento de causa para a melhoria da
resisténcia e da cultura, o entendimento de patdgenos estava ainda em sua
infancia. Muitas doengas ndo eram conhecidas, seus ciclos replicatios complexos
ainda obscuros e praticas ou técnicas de prevencdo, por consequéncia,

geralmente ineficazes.

Para entender o porqué TMV tornou-se um sistema modelo, parece logico
comegar com uma visdo geral do tabaco. Tabaco foi uma colheita altamente
rentavel para os Estados Unidos por quase trés séculos, impulsionando o
desenvolvimento social, econémico e politico, especialmente em Maryland e
Virginia (13-15), e ainda hoje no Kentucky e Carolina do Norte. Em Maryland, o
tabaco tornou-se moeda com efeito legal (legal tender) em 1732 (a taxa de 1

centavo por unidade de peso)” (16).



O tabaco foi encontrado em toda a América e nas indias Ocidentais
(arquipélago das Antilhas). Quando os exploradores espanhdis chegaram no que
€ hoje o Yucatan, no México, no inicio do século XVI, as populagbes locais
cultivavam "a planta estranha [do tabaco] com muito cuidado e habilidade, e a

usam tanto para fumo como rapé."(17, 18)

Em 1600, o tabaco fora introduzido na Europa, india, Japao, Russia,
possivelmente China, e na costa oeste da Africa. Como os europeus se instalaram
na América, o cultivo de tabaco foi relatado em Jamestown por 1612. As
exportacdes aumentaram rapidamente, relacionada a também crescente demanda
e a dependéncia que produz nas pessoas que fazem uso da planta. Com isto, a

Nicotiana tabacum desalojara N. rustica como principal espécie cultivada (15, 18).

De 1894-1898, os Estados Unidos exportaram 280 milhdes de quilos de
tabaco em folha, a cada ano, principalmente para a Europa, com um valor de
aproximadamente US $ 24 milhdes (18-20). Em 1919, cerca de 50% da safra
mundial foi produzida por agricultores norte-americanos, mantidos pelo modo de
producdo escravo dos estados sulistas. Por exemplo, mesmo com as intensas
praticas de colheita de cultivo e pesados, 457 milhdes de quilos de tabaco foram
produzidos no Kentucky em 1919 (21). O valor hipotético e potencial de todas as
culturas agricolas dos EUA em 1919 era US $ 16 bilhdes, destes, a parcela
atribuida ao tabaco respondia por 542,5 milhdes de dolares (14), esclarecendo o
interesse no avango de pesquisas neste campo. O Tabaco foi também uma

importante fonte de receita para o governo dos EUA. Com 8 quilos de tabaco



consumido per capita nos Estados Unidos em 1919 e 23 bilhdes de cigarros
disponiveis para o consumo interno naquele momento (21), o tabaco tornou-se
uma parte arraigada da cultura americana e por consequéncia, do mundo,
observando a inser¢cdo do incentivo ao habito em meios de divulgagéo
associando-o a um status perigoso. O consumo de produtos de tabaco per capita,
para maiores de 15 anos em 1962, foi de quase 12 quilos. Hoje, o consumo per
capita é de 4 quilos, para os maiores de 18 anos (14, 22). Gracas a crescente
dependéncia do mercado americano na produgéo agricola do tabaco, agentes que
comprometessem os numerros citados eram do mais alto interesse. Em 1902,
Woods do USDA escreveu um relatério que confirmou as experiéncias de Mayer e
Beijerinck. Ele observou que a doengca do mosaico do tabaco "ocorre mais ou
menos em todas as areas de tabaco do pais e € muito comum na Europa". A
doenca néo é de facil controle e, no final de 1940, o TMV nos Estados Unidos foi
responsabilizado por uma perda média anual de 40.000.000 quilos de tabaco,
correspondente a 2-3% da safra. Essa era uma preocupacdo econdmica
significativa, por exemplo, no Kentucky o periodo de 1939 a 1959, o tabaco
respondeu por um terco dos lucros provenientes da agricultura, e os produtores
dependiam de solugdes praticas para controlar o TMV (14, 18, 23, 24).
Contemporéneo a esse fato, o TMV estabeleceu-se como um virus

economicamente importante também (5, 15, 25-32).

Sistemas-modelo foram e continuardo a ser uma chave na solugao de
problemas em muitos em ciéncia. Por definicdo, os modelos sdo a forga motriz

para etapas independentes de descoberta, desenvolvimento e invencdo, sejam
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eles matematicos em essencia (33-36), ou biolégicos propriamente ditos, e tem
funcdo na descontru¢cdo dos problemas em partes controlaveis e reprodutiveis,
como propunha Descartes em seu “Discurso do Método”. Embora muitos
organismos sejam vistos como sistemas-modelo, poucos atingem o padrao de
qualidade estabelecido pelo TMV. Alguns organismos bem estabelecidos como
modelos (tais como camundongos, Drosophila melanogaster, fungos e leveduras,
além de Caenorhabditis elegans) sao essenciais para estudos que ampliem a
nossa compreensao de biologia celular e processos de doenca, mas resultados de
impacto, similares aos atingidos com o modelo do TMV, somente foram atingidos
muito tempo depois, comparativamente. Bidlogos vegetais tém contribuido para
esse esforco grandemente com a geragdo de seqiéncias genbmicas de
Arabidopsis e do arroz, abrindo uma nova era para a genética e a biologia
integrativa e permitindo a comparagdo molecular entre animais, plantas,
microrganismos e virus (37-40), gerando, por exemplo, teorias importantes de
evolugdo molecular e de cooperagdo genética (Muellers Ratchet, Red Queen
Hypothesis, Black Queen Hypothesis) muito importante e com grandes
implicacdes atualmente (tratamentos contra HIV dependentes do monitoramento
continuo da evolugdo intrahospedeiro das espécies virais resistentes). Em
fitopatologia, varios organismos-modelo foram definidos e extensivamente
estudades, principalmente o virus do mosaico do tabaco, o ponto central desta
tese. O aspecto primordial na definicdo de um sistema modelo é pragmatico e
indaga sobre a utilidade/aplicabilidade. Como sistema experimental, TMV e o

tabaco ganharam sua reputacdo por trabalhos em muitas areas da biologia,



incluindo fitopatologia. O TMV além de protétipo para discussfes sobre a
conceituacao de Virus foi e € uma importante ferramenta (31, 32, 41-48) de estudo
e compreensdo (por analogia ou diretamente) dos mecanismos gerais de
interacaéo patdégeno e hospedeiro, tais como interagdes macromoleculares em uma
célula normal, automontagem de capsideos, transmissdo célula a célula de
informagbes genéticas, regulagédo celular entre tantos outros aspectos que esta

disciplina atualmente estuda.

Do ponto de vista pratico, algumas das propriedades de TMV que o
tornaram um sistema modelo sdo: acumulo rapido com titulos elevados em plantas
infectadas, ndo é transmitida por insetos, fungos, ou nematodeos, mas é
facilmente transmitido por friccdo-inoculagdo, e os sintomas causados pelo TMV
s&o de facil identificagdo em plantas (figura 1). O virus também é estavel durante
anos ou mesmo décadas em condi¢des ideais, decorrencia direta da estrutura e
organizacao das informacdes que este organismo codifica. Outra consideragéo
importante é a gama de hospedeiros capazes de replicar este virus. O TMV infecta
facilmente o tabaco e outras plantas da familia das solanaceas além de mais de
200 outras espécies, mais uma vez tornando-se muito adaptavel ao laboratério,
estufa, e experimentagdo de campo. Muitos dos trabalhos seminais associados
com TMV residiam nos campos da quimica e da fisica, celebrados e discutidos em
outras revisdes tratam da importancia deste modelo (29, 30, 32, 49-54). Alguns
dos avangos na tecnologia e / ou conceitos sobre virus foram possiveis porque
este em particular mostrou-se receptivo aos rigores do ambiente laboratorial. Em

essencia, descreveu-se que muitas estirpes de virus do mosaico do tabaco
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constituem material particularmente favoravel para a analise, devido a sua

natureza quimica relativamente simples e facilidade de purificacao (55-58).
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Figura 1: Doenga do mosaico do tabaco em Nicotiana rustica. A: Planta sadia. B: Planta infectada pelo
TMV (7). Observa-se a esquerda desenvolvimento normal com estatura e folhas maiores na condigdo sadia, quando
da infeccdo por TMV verifica-se neste exemplo diminuicdo de estatura, comprometimento das fungdes de
crescimento e obtencao de energia.

O TMV também tem espaco como um modelo didatico por muitas das
mesmas razdes ja citadas que o popularizaram como um sistema experimental
excepcional. Em demonstracdes de larga escala € um virus de escolha — por
conta das caracteristicas de cultivo e custos de produgéo, fundamentando em sala
de aula conceitos sobre propriedades fisico-quimicas, genética, fendtipo em
plantas de tabaco (por exemplo, lesGes locais em plantas de N. tabacum
expressando o gene M), e passiveis de deteccado por testes e kits disponiveis
comercialmente. Modelos didaticos também dependem muito de simbolismo, tais
como mapas genéticos, para explorar a esséncia de um sistema. Por exemplo, o
mapa do genoma TMV ¢é pratico e especifico. Um desenho (figura 2) detalha a

constituicdo genética (5'-replicase-MP-CP-3') de um virus biologicamente ativo em

uma planta hospedeira.
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Figura 2: Descrigdo da estratégia de expressdo do genoma do virus do mosaico do tabaco (TMV). As setas
vermelhas indicam tradugao dependente do hospedeiro; setas azuis indicam a transcricdo de um RNA (-) modelo.
Caixas preenchidas sdao quadros abertos de leitura (ORFs), os quais sdo mostrados em diferentes cores. Caixas
tracejadas indicam as proteinas. A regido 5’ terminal do RNA viral e os mRNAs tém uma estrutura cap com
trifosfato de 7-metilguanosina (m7Gppp. A ORF mais proxima da extremidade 5° do RNA genomico é traduzida para
uma proteina de 126 kDa. Um stop codon "leaky" permite leituras diferenciais, mas sdo pouco frequentes (1/10
vezes) e geram uma proteina com 183 kDa. Estas duas proteinas, juntamente com as proteinas do hospedeiro
constituem a RNA polimerase RNA dependente RdRp. A enzima entdo transcreve um RNA polaridade negativa a
partir de RNA genémico (+). A RdRp transcreve também o RNA (-) em RNA (+) (59).

Nos Estados Unidos, a estirpe do TMV utilizada por James Johnson
(Wisconsin) foi distribuida para muitos dos pesquisadores, incluindo Holmes
(Rockefeller), Knight (Berkeley), Sam Wildman (UCLA), e Wendell Stanley
(Rockefeller, Berkeley). Estes cientistas tornaram o TMV um modelo bem definido
e calibrado as condigbes laboratoriais, tornando-o uma referéncia ou padréo para
a pesquisa nas ciéncias da vida. O TMV é, atualmente, imutavelmente maével (5),
ou seja, considerando a facilidade com que foi distribuido a cientistas de muitos
paises, e também o fato de filogenias para o TMV, de cole¢des em todo o mundo,

serem notavelmente semelhantes. Esta descoberta foi possivel através da
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comparagéo das sequéncias de cDNA de contemporaneos do TMV (estirpes de
laborat6rio) com amostras isoladas de folhas de tabaco, coletadas e armazenadas

como espécimes de herbario por mais de 100 anos (40, 41).

Uma caracteristica que, até agora, transporta o TMV para além de outros
sistemas-modelo, como Drosophila, camundongos, ou mesmo C. Elegans (60-64),
€ a composicao deste virus, em termos de oligonucleotideos, genes e proteinas
que o compoe, facilita os estudos em biologia basica e geraram aplicacdes para a
biotecnologia (65). Por exemplo, na porgéo 5' terminal do genoma do TMV, uma
regido da sequéncia lider, chamada omega (Q), foi definida como responsavel
pelo aumento da tradugdo em duas a trés vezes a expressao daquela protina que
0 sucede, e portanto tem sido incorporada em varios vetores para aumentar a
tradugdo de genes exogenos introduzidos para plantas transgénicas.
Recentemente, determinou-se que Q recruta eficientemente elF4F, um fator do
hospedeiro necessario para a iniciagdo da traducdo de mRNAs (66). Um exemplo
do mecanismo de replicagdo do TMV pode ser encontrado na figura 3. Além disso,
copias de cDNA de promotores RNA subgenémicos do TMV foram engenheirados
em vetores para projetar a expressao estavel de genes exdgenos apos inoculagcéo
por esfregaco destes cDNA infecciosos em plantas hospedeiras (37, 43, 67, 68).
Estes s&o apenas dois exemplos de como a estrutura e funcdo dos poucos
nucleotideos no RNA do TMV tém em ambos os casos aplicagdes de pesquisa,
praticas e de base, estendendo-se o papel deste virus, portanto, como um sistema

modelo.
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Figura 3: Modelo de replicagdo do virus do mosaico do tabaco. Brevemente, apés a entrada em seu
hospedeiro através de inoculagdo mecanica, o TMV desnuda-se para liberar o RNA viral. Em seguida, o genoma
viral comegara a se replicar, produzindo multiplos mRNAs. Os mRNAs gerados codificam para varias proteinas,
incluindo a proteina do capsideo e uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), bem como a proteina de
movimento. Depois de as proteinas e do genoma do TMV serem sintetizados, eles sdo agrupados espontaneamente
em virions completos em um processo altamente organizado. O RNA do virus é de polaridade positiva, ou "sentido
+", e serve diretamente como um RNA mensageiro (mMRNA) que é traduzido utilizando ribossomos do hospedeiro. A
traducado das proteinas associadas a replicase (126 kDa e 183kDa) comeca logo apds a infecgdo. Logo que estas
proteinas sao sintetizadas, os complexos formados pela replicase e proteinas relacionadas associam-se com a
extremidade 3' do RNA viral para a produgao de um molde em polaridade negativa. Este molde de RNA é o usado
para a produgdo de ambos RNA gendmico e subgendomicos. Os sgRNAs sdo traduzidas pelos ribossomos
hospedeiro para produzir a proteina de movimento (MP) (30 kDa) e a proteina do capsideo (CP) (17,5 kDa). A
proteina de revestimento, em seguida, interage com o RNA recém-sintetizado para a montagem de virions da
progenie. Estas particulas virais sdo muito estaveis e, em algum ponto quando as células sao lisadas sdo langados
para infectar novas plantas. Alternativamente, o RNA genomico é envolto em proteinas de movimento, e esse

complexo pode infectar células adjacentes.

Fonte: http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/viruses/Pages/TobaccoMosaic.aspx acessada em
27/11/2012
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Varios genes do TMV que inicialmente eram de interesse para o
desenvolvimento de varios tipos de resisténcia em plantas também tornaram
ferramentas-se importantes e sistemas modelo em causa propria, para estudos
basicos em biologia vegetal. A proteina de movimento MP, com 30 kDa, tem sido
utilizada para estudar os mecanismos de gating plasmodesmatal e analise de
complementagéo da fungéo do gene (isto €, a TMVmp pode suportar o movimento
de virus ndo-relacionados célua a célula), como discutido abaixo em detalhes. O
cDNA da TMVcp também foi utilizado com sucesso para mediar protecdo cruzada
em plantas transgénicas (69, 70), e impulsionou o desenvolvimento da industria de

biotecnologia vegetal (6, 8, 12).

Outros usos praticos para o TMV foram encontrados usando o virus como
um vetor para a expressao de genes exogenos (43, 46, 67, 71, 72). Por exemplo,
a modificagcdo do genoma do TMV (figura 2) através da adicdo de um promotor do
tobamovirus, com um RNA subgendémico heterélogo para conduzir a transcrigdo
do gene da proteina fluorescente verde (GFP), permitindo a observacéao direta de
TMV em movimento em N. Benthamiana (73). Complexos eventos bioquimicos na
célula, que determinam o destino de proteinas e a indugdo de respostas do
hospedeiro para a expressao de genes exdgenos, foram também identificados por
silenciamento seletivo de proteinas do hospedeiro associados com resisténcia,
como discutido abaixo. O TMV também é um bom candidato para estudar
cascatas de eventos celulares que ocorrem quando proteinas deformadas sdo
identificadas, seqlestradas, e / ou degradadas pelo hospedeiro, com particular

atencéo para a via ubiquitina/26S proteossomo (74). Estes estudos foram uteis
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para o modelo de interacdes celulares e moleculares empregados nesta tese. Por
exemplo, a doenca de Parkinson estd associada com perturbagbes na via
ubiquitina (Ub), que interfere com a degradacgéo da alfa sinucleina resultando em
acumulos em placas proteicas. O TMV também foi usado para dissecar as
conservadas e complexas interagdes que ocorrem na via Ub/26S do proteossomo,
inclusive em estudos para a doenga de Parkinson (75). Este tipo de extensao de
nossa compreensao do TMV em biologia geral atende as expectativas de Bawden,
previstas had mais de 50 anos, que os avangos no conhecimento do
comportamento do virus "tera repercussdes em assuntos considerados agora

muito remotos a partir de patologia vegetal”.

Na era da "6micas" o TMV pdde manter seu status como um sistema
modelo, ainda mais consagrado neste periodo. O TMV é um sistema modelo para
a biologia contemporanea, tanto em contelido como em contexto. A medida que
continuarmos a decifrar os detalhes moleculares do contexto de interacdes

patogeno-hospedeiro e da biologia da célula eucariotica, o TMV continuara a

figurar como exemplar ferramenta.

Uma area-chave onde TMV sido utilizado como for¢ca direcionadora amplia
nosso entendimento sobre 0 movimento do virus e os determinantes da interacéo
patdgeno-hospedeiro para resisténcia a doencas. Muito deste trabalho foi iniciado
por Francis O. Holmes (1899-1990), que fez duas observagdes importantes sobre

o TMV, que continuam a reverberar na pesquisa atual em biologia vegetal e
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virologia: (a) movimento viral e (b) identificagdo do gene de resisténcia (e também

como uma ferramenta para quantificar as infecgdes por ensaios de lesdo local) (8).

A caracteristica mais marcante em plantas e animais é a arquitetura basica
celular. As plantas tém paredes de celulose em células que fornecem suporte
estrutural (no lugar de um citoesqueleto), que aparentemente seria proibitiva para
a comunicacéo intercelular. Para superar as limitacbes aparentes de uma parede
celular rigida, as ligacdes tubulares formadas entre o citosol de células adjacentes,
que permitem a comunicacao e transporte de moléculas pequenas sdo exploradas
pelo virus. Estas ligacdes, ou plasmodesmos, sdo as portas através das quais a
TMVmp associada a RNAg virais movem-se na planta infectada. Uma das
perguntas mais intrigantes da biologia vegetal antigamente foi como o TMV
transporta-se célula a célula. Esta questao foi abordada pela producéao de plantas
transgénicas de tabaco expressando a TMVmp. Estas plantas forneceram uma
prova de conceito conclusiva de que a MP complementa o movimento célula-
célula de uma estirpe sensivel a temperatura de TMV e que a MP funcional
localiza no plasmodesmos (PD) (76). Isto foi seguido pela observagéo do
movimento do genoma do TMV através do plasmodesmos como uma longa e
complexa ribonucleoproteina, fina (<2nm de largura), e composta de RNAg do
TMV e TMmp (77). A TMVmp aumenta o limite de exclusdo de tamanho (Size
exclusion limit / SEL) de PD, permitindo que o complexo ribonucleoproteico trace
seu caminho de uma célula para outra. Isto resultou em uma hip6tese que uma
planta ndo-infectada pode também transportar mRNA de célula a célula ou através

de longas distancias pela formacdo de complexos de ribonucleoproteina com

18



proteinas do hospedeiro (77). Estas descobertas abriram varias novas areas de
pesquisa em biologia vegetal onde o RNA e a TMVmp séo usados para investigar
o trafego natural de proteinas do hospedeiro e de mMRNA do hospedeiro, um

modelo de replicacdo e processamento é representado na figura 4.
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Figura 4: Modelo de replicacio e degradagdo. A esquerda a representacio dos sistemas de
processamento de bactérias e fungos. A direita a representagio da replicagdo e processamento do virus do
mosaico do tabaco (78). A Ub é uma proteina que é altamente conservada em todo o reino eucariético. A fixagao de
Ub em proteinas celulares (referido como ubiquitinagao) é envolvida na regulagdo de muitas vias de sinalizagao, e
também desempenha um papel importante na homeostase da proteina e da célula. Trés fases distintas no processo
de ubiquitinagdo sao controladas por trés classes de enzimas: i) ativagdo de Ub através da enzima de ativagado da
ubiquitina (E1), durante o qual Ub é transferida para o E1; ii) transferéncia de Ub da enzima E1 para uma enzima de
conjugacgao da ubiquitina (E2), e iii) a transferéncia de Ub da enzima E2 para a proteina substrato, um processo
realizado pela ligase E3, que coordena ubiquitinagdo, fornecendo uma plataforma de ligagdo de enzimas
especificas e E2 substratos. A proteina Ub liga-se a proteina alvo por meio de uma ligagao entre o seu peptideo C-
terminal Gli e um aminoacido da proteina substrato alvo, na maioria dos casos, uma lisina. Esta modificagado

(mono-ubiquitinagédo) pode, entdo, ser estendida através de ligagdo de outras moléculas Ub.
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Varios estudos relacionados utilizam o TMV para investigar os mecanismos
pelos quais o transporte de proteinas do virus e do hospedeiro foram bloqueados
ou facilitados no tabaco. O estudo das caracteristicas replicativas do TMV no
tabaco estavam na vanguarda para determinar como as proteinas de movimento
de virus causam alteragbes fisicas no PD, permitindo o transito de grandes
macromoléculas. Uma década atras, diversos estudos mostraram que a TMVmp
por si sO, expressa como um transgene ou pela microinjecdo em células, permitiu
medi¢des diretas dos SEL utilizando marcadores fluorescentes marcadas com
dextrano. Outro fato interessante relaciona a TMVmp acumulada no PD a outras
observacdes sobre o0 desenvolvimento da célula vegetal. Por exemplo, a TMVmp é
biologicamente ativa quando fosforilada, o que apontou para a descoberta de que
quinases estdo associados com o PD. Por sua vez, isso sugere que o hospedeiro
utilize o PD como um mecanismo de propagacao regular do transito de proteinas
célula-célula (76, 77, 79). Além disso, proteinas do hospedeiro também podem
contribuir para impedir o movimento. A pectina metilesterase (PME) é necesséria
para o crescimento e desenvolvimento normais da célula vegetal e que também
pode estar envolvida na propagacgéo do TMV. Particulas de TMV defeituosas para
a proteina de movimento ligam PME menos eficientemente e o movimento célula-
célula é bloqueado. Em outra experiéncia, o silenciamento do gene foi utilizado
para reduzir a expressdo da PME em 80% na célula da planta, retardando o inicio
da disseminacéo de longa distancia (sistémica). Isto sugeriu que o movimento é
um processo polarizado, ou regulado, em que o ingresso de complexos

macromoleculares (tais como TMVmp-RNAg) para a vasculatura ndo garante
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saida subsequente para tecidos n&o vasculares (80). Dentro do contexto acima,
proteinas do hospedeiro e arquitetura celular facilitam a replicacdo e movimento

do TMV. A figura 5 representa a funcao da proteina de movimento do TMV.
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Figura 5: modelo de transporte célula a célula via proteina de movimento do virus do mosaico do tabaco.
Um modelo de difusdo célula-a-célula do virus do mosaico do tabaco. Infecgao inicial do RNA viral (RNAv) permite
a sintese de replicase, que por sua vez gera RNAs de polaridade positiva e negativa (RNAv e RNAsg). Ocorre
também a traducdo da proteina de movimento (TMVmp) e da proteina do capsideo (TMVcp). Em resposta a
infecgdo, ocorre acumulo de calose na regido de parede em torno do plasmodesmata (Pd) restringindo a fenda
citoplasmatica. MP, associada a membrana do reticulo (ER) funciona como uma jangada proteica para o RNAv com

seus dominios citoplasmaticos, formando um complexo de replicagdo (VRC) que também pode conter a replicase.
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O trafego intracelular do VRC para o ER cortical ocorre quer por difusdo nos lipidios ou por trafego vesicular. O
VRC difunde através do Pd para células adjacentes por desmotubulos continuos dependente do gradiente de
concentragdo entre uma célula infectada e as adjacentes nao infectadas (81).

Outros complexos macromoleculares em plantas foram definidos como
componentes essenciais de defesa do hospedeiro e da capacidade de TMV para
explorar tais complexos para o movimento. Por exemplo, a replicacédo do TMV foi
identificada em membranas associadas ao reticulo endoplasméatico (ER) (82).
Além disso, a TMVmp é colocalizada no RE, suscitando a questdo sobre como o
RNA do TMV complexado a TMVmp atinge o PD. Varios aspectos destes
processos foram esclarecidos, atualmente existem aparentemente duas
estratégias de encaminhamento para a TMVmp. Estudos com a forma mutante da
proteina demonstraram que essa capacidade de deslocamento para o PD e
consequentemente aumento da SEL pode ser distinguido do direcionamento para
microtubulos. A partir destas conclusées, determinou-se que ao menos uma
porcdo da TMVmp é regularmente eliminada por uma proteina associada a
microtubulo (MPB2C) de N. tabacum, como um possivel meio de interferir com (ou
competir com) o transporte de célula a célula. Até agora, o papel celular dessa
proteina expressa constitutivamente com 36 kDa é desconhecida. No entanto, é
bastante possivel que a localizagdo aos microtubulos induza a ubiquitinacdo e
degradacao, uma resposta de limpeza para dispor de proteinas deformadas ou
agregados proteicos. Estudos recentes sugerem que a interacao entre a proteina
TMV 126-kDa e da proteina N desencadeia a via de degradagdo completa por

Ub/26S proteossomo, como discutido abaixo. Estes exemplos fortalecem o TMV e

suas proteinas como excelentes candidatos para modelagem, tanto da
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manutencao de turnover proteico, como também de estratégias de defesa na

célula vegetal.

Outras proteinas codificadas por N. tabacum foram identificadas com papel
intimo na orientacao MP para o PD, incluindo NCAPP1, uma proteina 40 kDa com
um dominio transmembranar amino-terminal que tem como alvo a proteina para o
ER. Aparentemente a proteina NCAPP1 (isoladamente ou como um componente
de um complexo macromolecular ou via) esta associada com a fungcéo guia da MP

para o PD e/ ou translocagéo célula a célula (83).

As interagbes bioquimicas entre a maquinaria da célula hospedeira e 0 TMV
foram avaliadas por abordagens diretas com base em ensaios duplo-hibridos para
identificar proteinas do hospedeiro que interagem com a replicase TMV (em
particular a regidao 50-kDa na porcao C-terminal de 126 - kDa proteina replicase;
figura 2). Esta estratégia resultou na identificagdo de varias proteinas do tabaco
que estdo associadas com respostas a tensdes celulares, incluindo proteinas de
choque térmico (HSP) e os componentes da via Ub/26S proteossomo (84). A
técnica de silenciamento genético foi utilizada para confirmar algumas destas
interaccbes e, em cada caso, o efeito produzido foi a redugdo ou abolicdo da
resposta a infeccdo TMV, por exemplo, quando a Hsp90 foi suprimida, houve
interferéncia no crescimento e desenvolvimento da planta, bem como resisténcia

mediada pelo gene N (84).

Mesmo eventos classicos, como protecdo cruzada estdo abertas para

reavaliacdo molecular. Por exemplo, uma estirpe atenuada do virus do mosaico do
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tomate (ToMV L11A) é usada por pelo menos 30 anos para proteger as linhagens
comerciais de tomate (85). O ToMV L11A foi identificado como uma estirpe com
protecdo cruzada eficiente porque n&o produz sintomas e move-se
sistemicamente. Este efeito protetor foi reduzido apartir da alteragdo de um unico
aminoacido na regido 126-kDa do gene da replicase do TMV. A determinagao de
que esta estirpe atenuada é permissiva para silenciamento p6s transcricional do
gene fornece um mecanismo pelo qual a mutagdo L11A protege plantas

hospedeiras de infecgéo pelas estirpes graves de ToMV (86).

1.2 Proteina do capsideo do virus do mosaico do tabaco

As propriedades antigénicas do virus do mosaico do tabaco (TMV) tém sido
estudadas extensivamente, em muitos laboratorios, por mais de 50 anos (30, 87-
89). O TMV é um excelente imunégeno e anticorpos contra o virus podem ser
facilmente obtidos através de imunizag&do de animais experimentais. Na década de
1930, ja havia sido observado que o antisoro produzido contra TMV foi capaz de
neutralizar a infecciosidade do virus Rappaport (1965). Apdés a proteina do
capsideo do TMV (TMVcp) ser sequenciada (90), tornou-se possivel, pela primeira
vez, localizar os sitios antigénicos de uma proteina viral em nivel molecular. Dois
sitios antigénicos de TMVCP foram escolhidos para analise nestes estudos
iniciais: a regido C-terminal, que corresponde aos residuos 153 - 158 (90, 91) e a
regido do lago desordenado correspondente aos residuos 93 — 112 (88). A figura

6 mostra a cristalografia depositada da proteina do capsideo do TMV.
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Figura 6: Cristalografia da proteina do capsideo do virus do mosaico do tabaco. Estrutura marcada pelo
software PyMol (academic version, filtros para bolsées) ressaltando as regides com cavidades (esferas em cores
para diferenciagido) e também a orientagido da sequencia da proteina. Estrutura utilizada 3J06.pdb ja depositada no
banco de dados de proteinas (PDB).

Anderer e colaboradores testaram peptideos obtidos por degradacao
triptica de TMVcp quanto a sua capacidade para inibir a reagédo entre o virus e o
anticorpo, e mostraram que o hexapeptideo C-terminal possuia a maior atividade
neutralizante. Este hexapeptideo, acoplado a soro albumina bovina, foi utilizado
para criar anticorpos em coelhos e, o soro resultante foi efetivo em precipitar o
virus e neutraliza-lo (90). Em outro trabalho, fragmentos de peptideos naturais,
bem como os sintéticos foram utilizados. Anderer, e seus colaboradores devem
ser creditados com a descoberta de que peptideos sintéticos sdo capazes de

elicitar anticorpos neutralizantes. A significAncia destes avancos para o

desenvolvimento de vacinas sintéticas foi reconhecido apenas 15 anos depois,
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quando os resultados semelhantes foram obtidos com virus de animais (92). Os
anticorpos obtidos por imunizacdo de animais com tripeptideo C-terminal,
conjugado a TMVcp, também foi neutralizante. Um resultado interessante e
inesperado foi a demonstracdo de que os anticorpos preparados contra um Unico
residuo terminal de treonina na TMVcp, acoplado a uma proteina transportadora,
também foram capazes de precipitar o virus (90, 91). Este resultado é
provavelmente devido a localiza¢do particularmente exposta do residuo C-terminal

em TMVcp (93, 94).

Os determinantes antigénicos para a proteina do capsideo também foram
estudados em maior resolucdo nos anos seguintes. Alguns dos anticorpos
presentes em antisoros contra TMV reagiram de forma cruzada com a proteina de
revestimento dissociada, ao passo que outros anticorpos reagiram apenas com
virions intactos (95, 96). Foi sugerido por Aach (97) que os anticorpos virion-
especificos reconheceram determinantes antigénicos que surgiram por
justaposicao de residuos vizinhos das subunidades das proteinas. Uma vez que o
estado de agregacdo das subunidades virais influenciam propriedades
antigénicas, uma série de termos foi introduzida para distinguir entre os diferentes
determinantes antigénicos encontrados na superficie de virions e de subunidades
dissociadas (98). Uma vez que os determinantes antigénicos foram referidos como
epitopos (99), novos epitopos, que surgem nas subunidades virais polimerizadas,
como um resultado da estrutura quaternaria, cunhou-se o termo neotopos.
Neotopos podem ser constituidos por residuos de subunidades vizinhas, que por

sua vez sao reconhecidas como uma entidade Unica, por certos anticorpos. Por
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outro lado, uma vez que os lagos da subunidade que mantém as paticulas virais
em conjunto virus podem alterar a conformagéo das subunidades, novos epitopos
conformacionais (neotopos) aparecem nos virions e ndo sao identificados nos
monémeros de proteina. Na pratica, a base estrutural da especificidade de
neotopos é quase sempre desconhecida, de modo que o rétulo neotopo € dado a
qualquer epitopo do virus que ndo esta presente no capsémero per se. Quando
subunidades polimerizam-se, uma por¢ao da proteina superficie torna-se oculta e
isso leva ao desaparecimento de determinados epitopos encontrados na proteina
monomérica viral. Tais epitopos, que foram denominados criptotopos (87, 98-100),
por tornarem-se acessiveis aos anticorpos somente apos dissociacao da particula

viral.

Uma terceira nomenclatura, metatopo, foi introduzida para epitopos
encontrados em ambas as formas nativas e dissociadas da proteina viral (30, 98,
101). Inicialmente, a existéncia de anticorpos especificos para neotopos,
criptotopos e metatopos foi estabelecida por experimentos de absorcédo cruzada
(97). Depois da interagéo de antisoros TMVcp com particulas de virus, anticorpos
residuais reagem com as subunidades dissociadas para reconhecimento de
criptotopos. Com o advento da tecnologia de hibridomas, tornou-se mais facil
distinguir estes diferentes antigenos com anticorpos monoclonais (102, 103) e
também para mapear a posigdo de neotopos, metatopos e criptotopos na
superficie de antigenos virais (102). Deve notar-se que nem todos os formatos de
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) sdo igualmente adequados para estabelecer

se os anticorpos monoclonais (MAb) reagem com estes tipos de epitopos. A
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natureza do antigénio que reage em ELISA pode ser visualizada quando o ensaio
€ realizado em associagbes com microscépio electrénico acoplado ao fundo dos
pocos de microtitulagéo, e o antigéno reativo € subsequentemente identicado pela
imunomicroscopia (102). Imunomicroscopia usando anticorpos marcados com
ouro sao usados para melhor visualizar a localizagcdo da neotopos e metatopos
sobre particulas TMV. A maioria dos MAb levantados contra TMVCP foram
especificos metatopos (Al Moudallal et al. 1985) e foram localizados em uma das
duas extremidades das hastes virais. A exposicdo da extremidade 5 'do RNA em
particulas virais pela agdo de ureia 6M demonstrou que os metatopos encontrados
localizam-se na extremidade do virion (Dore et al. 1990). Foi também demonstrado
por microscopia imunoeletronica que estes anticorpos antimetatopos reagiram
com ambas as extremidades dos discos agregados de TMVCP. Isto implica que a
mesma face da subunidade, ou seja, aquele que contém as duas hélices
correspondentes as regides dos residuos 73 a 89 e 115 a 135, que sdo expostas
em ambas as extremidades nos discos empilhados (Dore et al. 1990). Os
camundongos usados para produgdo do hibridoma foram imunizados com
preparagbes de TMVCP altamente concentrada, continha discos empilhados da
estrutura helicoidal, e gracas a presenca de sitios de interagdo em ambas as faces
do disco houve predominancia de MAb com especificidade para esta superficie
(104). Uma vez que estes anticorpos anti-metatopos ligaram a extremidade das
hastes virais, 0 que €& conhecido como desmontagem do capsideo durante o
processo de infec¢do, experimentos foram realizados para avaliar se esses

anticorpos eram capazes de bloquear esse processo. Verificou-se que cerca de
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metade dos anticorpos anti-metatopos que foram analisados inibiram fortemente a
desmontagem e também tradugdo do RNA, enquanto os outros inibiram apenas
fracamente o processo (105). A figura 7 resume as informacgdes sobre epitopos

conformacionais da TMVcp.

metatopes

cryptotopes

C
metatopes

Figura 7: Representagdo esquematica da orientagdo e reconhecimento antigénico da proteina do capsideo
do virus do mosaico do tabaco. Modelo esquematico de sub-unidades proteicas do TMV em forma monomérica e
na particula viral. Neotopos sd@o encontrados nas superficies A' e E', metatopos sdo encontrados nas superficies A,
A', E e E', e criptotopos sdo encontrados nas superficies B, C e D. Os tipos de epitopos presentes na superficie F
nao foram definidos. A extremidade EO do virion contém a extremidade 5' do RNA (87).

O conhecimento da afinidade de um dos anticorpos é importante para o
adequado planejamento de imunoensaios e, portanto para compreender a
atividade biolégica destas imunoglobulinas, por exemplo, na neutralizacdo da
infectividade do virus (106). No entanto, parece que, em alguns casos, a presenca
de muitas subunidades idénticas de subunidades virais na superficie de virions

pode favorecer a ligagdo dos anticorpos bivalentes. A incerteza sobre a natureza

monovalente ou bivalente da ligacdo do anticorpo as particulas de virus foi
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resolvida, no caso do TMV, quando foi demonstrado que ambos os tipos de

ligacao ocorreram de acordo com as taxas de antigéno e anticorpo (107).

Os estudos iniciais de interagdes em TMV por meio de anticorpos classicos,
Scatchard havia usado como valéncia antigénica o numero de subunidades
idénticas de proteina (2130) no virion. Isso deu origem a regides lineares, que
eram erroneamente interpretadas como evidéncia para ligagdo de anticorpo

homogéneo (108).

No entanto, quando os resultados de Scatchard foram analisados
cuidadosamente verificou-se que a valéncia antigénica do virus poderia ser
experimentalmente determinada verificou-se também que a organizagdo das
subunidades exercia um efeito bloqueador de epitopos devido a um obstaculo
alostérico (109). Como esperado com anticorpos policlonais muitas regidées de
interacéo foram determinadas com as metodologias convencionais, mas nao sem
grandes variagdes nos resultados em termos de reconhecimento e cobertura. Este
trabalho trata especificamente deste tema para a condi¢ao nativa da proteina viral,
com o uso de um sistema de mapeamento de epitopos lineares via peptideos
sintéticos produzidos paralelamente em membrana de celulose através de spot

synthesis.
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1.3 Mapeamento de epitopos e Spot Synthesis

As proteinas sdo moléculas mais importantes para todos os aspectos de
vida. O mapeamento de epitopos prove uma ferramenta importante para melhor
compreendermos suas fungdes moleculares. Dependendo do tipo de célula imune
que reconhece a proteina alvo de epitopos célula B e epitopos de células T séo
distinguidos. Epitopos de células T pode ser ainda dividido em T-helper, T-killer
(células T citotéxicas, CTL) e epitopos T supressores. Para a busca pela areas de
uma proteina que s&o acessiveis para o sistema imunolégico a sintese de

peptideos multiplos € uma tecnologia muito eficiente.

Aplicacbes importantes de mapeamento de epitopos s&do encontradas
dentro da area de imunoquimica. Para o desenvolvimento de vacinas sintéticas, o
rapido e eficiente mapeamento de epitopos sdo passos essenciais. Proteinas que
sdo nao fazem parte do repertério imunoldgico, gerado durante o processo de
selecéo clonal de diferenciacdo de células B e T, s&o reconhecidas pelo sistema
imunolégico. Frequentemente estas sédo proteinas de superficie de bactérias ou
proteinas virais. Se os epitopos destas proteinas sdo conhecidos, podemos, em
tese, emprega-los para ellicitar resposta imune. Esses segmentos protéicos,
frequentemente peptideos relativamente curtos dependendo do tipo de resposta a
ele associada, mimetizam a infecgdo pelos microrganismos, ja que podem atuar
como imundgenos e sdo frequentemente associados a um potencializador da

resposta (110, 111).
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O desenvolvimento de vacinas totalmente sintéticas, sem qualquer agente
patogénico, foi demonstrado possivel para respostas B e T. Tal abordagem reduz
as desvantagens das vacinas com patdgenos atenuados ou inativados, que
lancam mao do mecanismo tradicional de apresentacdo e memoria, mas
dependem de particulas integras, embutindo, portanto, risco ao procedimento
(112). A imunizagao com vacinas sintéticas tém sido descritas contra bactérias
(113), virus de plantas — neste caso o préprio TMV — (90) e com virus animais
(92). Os imunogénios sintéticos sdo capazes de induzir anticorpos neutralizantes
contra os alvos iniciais (114), protegendo os animais da infeccdo (115) e para

induzir protecao especifica de longa duracao por linfécitos T citotdxicos (116).

Em geral, os epitopos de proteinas podem ser incorporados na sintese dos
imunogenos para a producao de anticorpos poli ou monoclonais (117). Os proprios
anticorpos sao uteis em muitas outras aplicagbes. Sao ferramentas eficientes em
biologia molecular (118), bioquimica (119). Alguns exemplos importantes e
comuns da utilizacdo destes anticorpos estdo na identificacdo proteinas
especificas em ou sobre uma célula, de tipo de células ou de espécies celulares, a
investigacdo da liberacdo de compostos, o processamento e na regulacdo de
processos, bem como a localizagédo fisica de uma proteina no microambiente
celular. Considerando que a imunizacdo com a proteina inteira € frequentemente
possivel, o uso peptideos sintéticos neste caso dependeria da administracédo
apenas da sequéncia de DNA que codifica para a proteina (120). Quantidades
muito limitadas, muitas vezes apenas da proteina estdo disponiveis nestas

preparagcbes sdo necessarias e anticorpos dirigidos contra partes especificas ou
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funcionais da proteina sao os resultados esperados (121). Tais anticorpos podem
ser usados para o bloqueio de dominios proteicos (122), para mimetizacdo e
caracterizacdo de receptores (123, 124), ou para obter informacbes sobre a
estrutura 3D de proteinas virais e bacterianas (125). Peptideos sintéticos, que
constituem as sequéncias dos epitopos de uma proteina, podem ser usados em
muitas aplicagées: no campo do diagnostico, uso de peptideos contra soros-
pergunta podem detectar a presenca de anticorpos no sangue e, portanto,
indicativos de infeccdo. O desenvolvimento de bioensaios, com base em
interacOes ligante-receptor (126), também foi descrita para epitopos peptidicos.
Além do desenvolvimento de kits de diagnéstico baseados na tecnologia ELISA
(127) sao utilizados para a caracterizagdo de anticorpos mono ou policlonais em
soros (128, 129). Para a investigacdo de cruzada (130) e para a pesquisa de base
para compreender os mecanismos moleculares de resposta imune para epitopos
peptidicos sintéticos, jogando luz na questdo da interpretacdo antigénica pelos

organismos.

Epitopos sdao segmentos de uma proteina. As células do sistema
imunoloégico reconhecem varios aminoacidos de uma proteina quando em
orientagdo especifica, através dos receptores na superficie da célula. Os
aminoacidos de um epitopo reconhecido por um anticorpo estdo localizados na
sequéncia desta proteina, ou uma conformagdo (uma face de uma a-hélice) ou
sédo colocados em diferentes dominios. Portanto, organizagao seqiencial (linear,
continua), conformacional e descontinua sdo as possiveis formas de

reconhecimento de epitopos (131, 132). Soma-se a esta conjuntura os peptideos
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glicosilados, cujos sitios em uma proteina podem ocultar epitopos como
mecanismo de escape. A maior parte dos epitopos identificados até agora séo
peptideos lineares. A identificagcdo de epitopos descontinuos e dos epitopos
conformacionais foi conseguida por modificagdo quimica do antigeno em proteinas
livres somada a forma anticorpo-ligada através de proteodlise deste complexo. Por
exemplo, um anticorpo monoclonal ligando ao citocromo C de cavalos diminuiu a
taxa de modificagdo quimica dos aminoacidos envolvidos nos epitopo (133). Em
mais um exemplo, um anticorpo monoclonal diminuiu a taxa de clivagens
proteoliticas nas areas imunolégicas envolvidas (134) Um epitopo descontinuo da
anafilotoxina ligada a proteina do complemento C3a foi identificada por protedlise
limitada de um complexo antigeno-anticorpo imobilizado combinada com analises
de espectrometria de massas (135). Trés estratégias gerais para o0 mapeamento
de epitopos lineares e, sob condi¢des especiais, para epitopos conformacionais

sdo freqlentemente aplicadas:

Mapas completos de peptideos sintéticos por sintese multipla com
sobreposicdo de aminoacidos € outro método interessante de investigagao
imunolégica. A sobreposicdo de segmentos de peptideo que englobam toda a
seqlUiéncia da proteina é utilizada para o rastreamento de anticorpos ou para a
imunizacdo. Os peptideos sédo obtidos por sintese quimica simultdnea de muitos

peptideos (136, 137).

Bibliotecas de peptideos organizadas em arranjos, como 0s mencionados,

sdo um conjunto de antigenos possiveis do ponto de vista de um anticorpo. A
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mistura de milhares de peptideos é oferecida a anticorpos e as respostas,
catalogadas. Epitopos lineares e sequéncias lineares que imitam epitopos
descontinuos podem ser descobertos por esta tecnologia, mesmo se o antigeno

nativo ndo é conhecido (138-142).

Informagbes importantes sobre a conformagdo de antigenos derivam
também da estrutura tridimensional destas proteinas. Diversas analises
bioquimicas ao longo dos anos identificaram propriedades nestas estruturas
peptidicas que explicam em grande parte as razdes para reconhecimento
molecular destes antigenos, apds processamento e apresentacao dos epitopos ali

contidos. Algumas destas propriedades sao exploradas abaixo.

Areas de superficie de uma proteina sdo mais flexiveis do que segmentos
transmembranares ou que o nucleo da proteina (143). Voltas e conformacdes o-
hélices anfifilicas sédo frequentemente encontradas na superficie e, portanto,
acessiveis aos anticorpos (53, 144, 145). A fim de prever os segmentos
antigenicos potenciais diretamente a partir da sequéncia de aminoacidos da
proteina varias técnicas assistidas por computador foram desenvolvidas, que
utilizam conjuntos de parametros diferentes e algoritmos diferentes. Karplus e
Schultz (1985) utilizaram parametros derivados de aminoacidos investigados com
raios-X em analise de proteinas para determinar a flexibilidade das partes
especificas da estrutura (146). As comparagcbdes de dados estruturais revelaram
que certos aminoacidos parecem mais provaveis em conformacdes rigidas do que

outros. Estas partes rigidas constituem segmentos interiores de uma proteina,
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enquanto que outros aminoacidos com parametros mais elevados de mobilidade
estdo localizados em regides de superficie. Analises de hidrofilicidade e hidropatia
também sugerem quais os segmentos interiores e exteriores de uma proteina. A
entalpia da transferéncia a partir de agua para etanol (147) ou a partir de agua
para a vacuo (148) de cada aminoacido sdo usadas como parametro para estimar

hidropatia ou hidrofilicidade.

De um modo semelhante, Welling (149) utiliza as sequéncias de epitopos
definidos experimentalmente para relacionar determinados aminoacidos de acordo
com a probabilidade de sua aparéncia nestes segmentos. Para todos os métodos
diferentes, cada aminoacido recebe um valor de acordo com o conjunto de
parametros. A sequéncia da proteina é mapeada por quadros de 5 a 9 residuos. O
valor médio dos aminoacidos dentro da moldura é dado ao residuo do meio. No
entanto, em
alguns algoritmos, a distancia do valor do aminoacido do meio é também

considerada.

Estruturas secundarias, tais como helicidade, folhas (3, ou conformacéao
helicoidal podem ser prevista a partir de proteinas com estrutura 3D conhecida.
Dados experimentais de analise conformacional revelam que certos amonoacidos
s&o encontrados com maior probabilidade em conformacgdes definidas (150). A
maior probabilidade do contelido de uma hélice é encontrada para os segmentos
que contém Ala, Glu ou Met, enquanto que Gly, Tyr, Pro e Asp mais

provavemimente perturbam estas hélices. Para suporte lle, Val e Tyr, para
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conformagéo, ao passo que Asp, Glu e Lys perturbam a estrutura. A alta
freqiéncia de Pro, Asn, Gly, Cys e Trp foi associada com voltas na estrutura.
Muito raramente Val, Met, Glu Leu e lie sdo encontrados em segmentos de volta.
No intuito de obter uma analise da estrutura secundaria, um valor é dado a cada
aminoacido de acordo com os parametro descrito acima. No entanto, a
combinacdo de residuos frequentemente encontrados na mesma conformacgao
também é considerada. Assim, uma Gly-Pro aumenta a probabilidade de um
segmento em uma curva de predi¢do (150). Parker (151, 152) introduziu um novo
método para a caracterizagdo das sequéncias peptidicas. Tripeptideos sintéticos
foram investigados por HPLC e os tempos de retencdo foram usados para obter
um conjunto de parametros experimentalmente verificavel para uso de base na
predicdo da estrutura secundaria, bem como para a determinagéo de epitopos. A
previsdo da estrutura secundaria em proteinas tem realizada utilizando um
algoritmo de redes neurais (153), em que as regras, obtidas a partir de sucessos
experimentais anteriores sao utilizadas em previsdes adicionais. Infelizmente cada
um dos métodos para prever epitopos tem apenas uma probabilidade limitada.
Para a previsdo de estrutura secundaria foi confirmada por Kabsch e Sander (154)
em 50-56%. Algoritmos mais refinados (155) e o uso da combinagdo de
parametros (156) levou a melhoria da predicdo. Maiores avancgos foram obtidos,
quando em adi¢do a sequéncia da proteina em questdo puderam ser comparadas
com proteinas homoélogas dentro de tal analise (157). Epitopos de células B s&o
frequentemente encontrados em segmentos de proteina, que exibem valores

elevados de hidrofilicidade e de baixos valores de antigenicidade / hidrofobicidade.
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Tais partes de uma proteina sdo na maior parte das vezes flexiveis e muitas
vezes, em conformacgdes espirais (158) ou a-helicoidais. Isto foi verificado em
varios exemplos, tais como na identificacdo de epitopos em receptor de fator de
crescimento (159), de hormonio de crescimento bovino (160), da proteina do
envelope do HIV (161) entre outros muitos exemplos. Em contraste, Middeldorp e
Meloen (162) encontraram apenas a confirmagédo limitada dos métodos de
predicdo. Em mapeamento realizado pelos autores os 1381 aminoacidos da
proteina do capsideo do virus de Epstein-Barr identificou dez grupos de epitopos.
Embora estas regides ndo fossem sugeridas pelos métodos de predicéo para ser

mais antigénica, foram localizadas na predigdo de conformacéo.

A resposta imune mediada por anticorpos requer além da combinagao
antigeno-anticorpo adequada, o apoio de células T auxiliadoras, que podem ser
resumidas como se segue: As células B ligam a proteina estranha com seu
anticorpo. A politica para proteinas externas — as chamadas proteinas nao-self de
origem viral ou bacteriana origem - é corte em pequenos fragmentos de peptideos
no interior da célula, o que requer enzimas proteoliticas. Os segmentos peptidicos
curtos sao entdo apresentados na superficie célular em combinagcdo com
moléculas de MHC de classe Il. Este complexo de MHC de classe Il com o
peptideo clivado associado é reconhecido pelo receptor de célula T auxiliadora.
No caso de o reconhecimento de um péptido derivado de uma proteina nao-self, a
T-auxiliadora libera fatores celulares, tais como interleucinas, que estimulam
Células B, levando a proliferagédo e, assim, a produgéo de anticorpos. Ao lado das

células T auxiliadoras, que sdo caracterizadas pela proteina marcadora CD4, as

38



células T citotoxicas (CTL), que carregam o marcador CD8, sdo uma parte
importante do sistema imunolégico. CTLs sdo capazes de destruir células
infectadas por lise e, assim, impedir a replicacado do virus (163). Em contraste com
as células B, células T reconhecem epitopos nao-self somente sdo digeridos e
apresentados pelo
MHC classe | em células que apresentam nonapeptideos da proteina viral (164). A
estrutura 3D do complexo MHC de classe | humano HLA-A2 foi determinada por
difracdo de raios-X (165). O espacgo de ligacdo dos peptideos apresentados é
regido por duas fitas paralelas a-helicoidais conectadas por fitas  antiparalelas
centrais. A ranhura do MHC, que é formada por estes dominios, constitui um
receptor muito forte para a ligagdo dos peptideos. Considerando que
caracteristicas globais das moléculas MHC sao conservadas, os bolsdes do sulco
sdo polimorficos e variam entre as diferentes moléculas HLA para cada alelo
individual. Estes peptideos representam fragmentos do sistema de degradacéo
endogeno de proteinas self em células saudaveis e podem representar fragmentos
de proteinas virais definidos se a célula esta infectado. Os linfécitos T sdo capazes
de distinguir entre o self e o ndo-self no bolséo de ligagdo e destruir apenas as
células infectadas. A eluigdo dos peptideos a partir de moléculas de MHC de
classe | e posterior sequenciamento desta mistura oligopeptideos (166-168)
revelou que os tipos mais comuns de ligagdo aos nonapeptideos usam posicdes
de ancoragem especificas. Para o HLA-A2 o segundo aminoacido (Leu ou lie) e 0
nono aminoacido (Val ou Leu) s&o residuos de ancoragem dominantes. Epitopos

que podem ser alinhados com este parametro sao, por exemplo, ILKEPVHGV de
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transcriptase reversa do HIV (169) e GILGFVFTL da proteina da matriz do
influenza (170). De forma analoga, os aminoacidos de ancoragem dos peptideos
que foram eluidos a partir de diferentes tipos e espécies de MHC de classe | foram
determinados, tais como as formas humanas HLA-B27 , HLA-B8 e das formas em
camundongos HL-2K b, HL-2K d, HL-2K k, HL-2K kin1 (171, 172). A modelagem
molecular do MHC de classe | apresentando um nonapeptideo alelo-especifico
revelou que as posi¢des de ancoragem dos peptideos para acoplamento exatos
nos bolsos do sulco do MHC podem variar (173). O receptor em CTL é visto como
filtro considerando a extrusdo dos residuos dos nonapeptideos que ndo sao
cobertos pelas moléculas de MHC. Em estudos anteriores hélices anfifilicas ou
motivos particulares de 3 a 5 aminoacidos foram sugeridos para reconhecimento
em células T (174). No entanto, com o conhecimento experimental das interagdes
MHC-peptideo ndo €& surpreendente, que estes métodos de predicdo tenham
atingido apenas um sucesso limitado. E, entretanto, mais racional para pesquisar
os motivos comuns entre os conjuntos de peptideos que se ligam as varias
moléculas de MHC de classe | de moléculas. Com base no conhecimento de
motivos de ligagdo com MHC , uma determinagéo exata de epitopos CTL sera
possivel (175). Esta abordagem é aplicada com sucesso em diversos trabalhos
com foco em desenho vacinal e tende a se tornar uma ferramenta de rotina para
determinacdode epitopos CTL porque para a maioria dos tipos de peptideos
ligantes HLA sera determinada em breve. Usando o motivo de ligagdo HL-2Kd ja
identificados (-Y - | / L) Palmer e colaboradores (176) previram o peptideo

GYKDGNEY!I como um epitopo CTL contra Listeria. Progresso experimental
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semelhante permitira a determinac&o rapida dos motivos motivos de epitopos de
células T auxiliadoras. Em contraste com misturas eluidas a partir de MHC de
classe | moléculas, as misturas de peptideos isolados de MHC classe Il consistem
de peptideos de comprimento variavel entre 12-23 aminoacidos. Novamente, ha
ancoramento de aminoacidos conservados, que estao envolvidos em um contato

restrito com o MHC de classe Il individual

O desenvolvimento de estratégias de sintese paralela para um grande
numero de peptideos levou a uma nova era no mapeamento de epitopos. A
caracterizacao dos determinantes antigénicos de uma proteina com peptideos que
abrangem a totalidade da sequéncia (177, 178) tornou-se possivel nao apenas
para as proteinas pequenas, mas também para as maiores, com mais de 1000
residuos. Estratégias diferentes foram elaboradas para atingir o objetivo da
sintese multipla de peptideos, também chamada sintese de peptideos simultanea.
A sintese rapida de varios e até milhares de peptideos em paralelo, cada uma
compreendendo uma sequéncia diferente ou uma diferente regido C-terminal foi
chamada de spot synthesis. Estratégias manuais podem ser distinguidos de
ferramentas automatizadas ou semi-automatizadas. E métodos que conduzem a
polimeros ligados a peptideos podem ser
importantes para obter mais informacdo a partir das sequencias sintetizadas,

aumentando o poder da técnica.

A primeira geragdo de sintese multipla de peptideos foi criada por Houghten

(179). O método desenvolvido é adequado para a preparacdo de mais de 150

41



peptideos em paralelo. A separagao do suporte polimérico é conseguida por meio
de selagem em recipientes de polipropileno liquido. Cada recipiente conduzira a
um distinto peptideo durante o ciclo de sintese. Em um protocolo de sintese
comum, 100 mg de poliestireno divinilbenzeno (1%) sdo seladas em recipientes
com 3 x 4 cm, no entanto, recipientes maiores ou resinas diferentes podem ser
utilizados como alternativas, desde que o tamanho dos polimeros se encaixe com
os poros da trama. A desprotecdo do grupo a-amino e os passos de lavagem séo
efetuados em conjunto para todos os peptideos em frascos com tampa de rosca
de polietileno, o tamanho dos quais pode ser ajustado dependendo do numero de
peptideos e volume da lavagem. Para o acoplamento dos aminoacidos os
recipientes sdo classificados de acordo para serem acoplados corretamente e
reagirem em paralelo com o aminoacido ativado, em frascos separados. Apds a
remogao do solvente, os recipientes sdo lavados duas vezes separadamente e,
em seguida, reunidas para as etapas de lavagem e desprotecdo. Em principio,
este método ndo é dependente da protecdo ou da estratégia de acoplamento.
Utilizamos neste trabalho a estratégia Fmoc, que permite o acoplamento ndo so6
mais rapido, mas também evita solventes halogenados (180). O método de tea-
bag mencionando acima tem grandes vantagens em relagdo a outros métodos,
com respeito ao baixo custo e alta flexibilidade. Principalmente por serem
realizadas manualmente, quantidades relativamente grandes de peptideos livres
podem ser obtidos que podem ser utilizados para imunizagdo, mas também a

investigagdo de estrutura ou de atividade ou ainda em analises conformacionais.
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Sintetizadores automatizados substituiram a complexidade das reagdes e
procedimentos operacionais do método fea-bag com a inser¢ao de muitos passos
repetitivos popularizando a estrategia que anteriormente era impeditiva em muitos
laboratérios. Durante a sintese multipla, tal como em fase sélida comum a sintese
de peptideos depende da desprotecao, lavagem e passos de acoplamento; que
sdo repetidos em cada ciclo. Na segunda geracdo da sintese multipla de
peptideos varios sintetizadores foram desenvolvidos e sdo agora comercialmente
disponiveis. Principios diferentes foram realizados a fim de obter maquinas que
lidam diversas sinteses em paralelo. Robds de pipetagem modificados sé&o
eficientes quando utilizados para a sintese multipla de peptideos automatizando o
processo (181). A distribuicdo dos solventes, dos aminoacidos e dos reagentes é
realizada com o uso de agulhas, que sdo controlados por um sistema diluidor. A
resina para a sintese é pode ser em tubos ou em filtros. Para o sistema de tubo a
remoc¢ao do solvente é obtida com uma segunda agulha, que é coberta com uma
rede de platina, a fim de evitar
contaminacao da resina. Se o sistema de filtros € usado para a reagdo, um
sistema de bombas é empregado e a remocao de os solventes € atingida através
de sucgdo. Considerando que o segundo método € mais rapido e permite que uma
maior quantidade de produto, menos problemas com as sequéncias que sao
dificeis de sintetizar foram encontrados no primeiro método (sem oxidacdo da
metionina, sem lacunas de ar durante o acoplamento). Dependendo do tamanho
dos tubos 48, 90 ou 144 peptideos podem ser sintetizados em paralelo. O

sintetizador multiplo de peptideos (Abimed AMS 422) também utiliza um robd. O
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aparelho de um brago & controlado por um computador pessoal e € equipado com
seis agulhas adicionais para a distribuicdo dos reagentes e pode ser usado para a
sintesede até 48 peptideos em paralelo. A sintese é realizada em filtros e a
aspiragdo dos solventes € levada a cabo por meio de uma bomba de vacuo e
valvulas de controle. A sintese automatizada, paralelizada, de oito peptideos foi
publicada por Nokihara (182). Os spots de reacao, reservatorios e derivados de
aminoacidos s&o fornecidos em oito faixas, cada uma das quais contém o conjunto
completo para a sintese de peptideos. O software pode ser adequado com
respeito aos métodos de ativacao diferentes e as escalas dos peptideos a serem
sintetizados. No entanto, o nimero de peptideos é limitado a oito. Até agora, a
sintese multipla, paralelizada e automatizada por robos, s6 & possivel com a
estratégia Fmoc. Spots abertos proibem a utilizagdo de acido trifluoroacético em
cada ciclo, como era necessaria para a estratégia de Boc. A antigenicidade e
imunogenicidade da vacina contra a proteina de superficie P6 de Haemophilus
influenzae tipo b foi investigada por sintese paralela usando vinte e quatro
20meros de lipopeptideos e quarenta e cinco 12meros de lipopeptideos. O
mapeamento da nucleoproteina da do virus da gripe foi conseguido usando
sistemas automaticos de robds 350 (Zinsser Analytics) (138, 183, 184). As figuras
8 a 10 representam esquematicamente os passos seguidos pelo equipamento

para a sintese dos peptideos.
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Figura 8: Preparagdo das membranas para sintese paralela de peptideos. Passo de fixagdo dos peptideos
a membrana: (I) Membrana de celulose nao tratada, com os grupos hidroxila reativos disponiveis (OH). (ll) grupos
hidroxila foram esterificados com os grupos carboxilicos com alanina protegida por Fmoc. Apoés desprotegdo de
Fmoc, de uma camada de B-alanina (A ') ligada a celulose. Os grupos amino livres sdo entdo corados com BPB,
como esta simbolizado pela cor azul da membrana de celulose e dos grupos NH2. (lll) em pontos distintos, uma
segunda alanina protegida com Fmoc é depositada sobre a celulose, definindo as zonas para a sintese peptidica.
Seguindo a acetilagdo de todos os grupos amino livres, desprotecdo Fmoc e coloracdo com BPB, apenas os pontos
onde a segunda alanina teve sido éxito na incorporagdo apresentam coloragdo azul. Os grupos amino acetilados

sdo mostrados em laranja (185).
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Figura 9: Preparagdo das membranas para sintese paralela de peptideos. Passo sintese controlada dos
peptideos em membrana: (IV) O ligante na membrana, composto por duas alaninas é representado como "L" dentro
de uma caixa de cor amarela. (V) em cada local, o préximo aminoacido necessario, protegido por Fmoc, é
fornecido, como simbolizado na caixa de cor verde com o cédigo de uma letra para os aminoacidos. A estrela
refere-se os grupos de protecédo das cadeias laterais dos aminoacidos. As areas cinzentas indicam que ponto as
solugdes dos acidos aminados sao utilizados. (VI) A desprotecdo de Fmoc com piperidina liberta grupos amino
para o acoplamento do aminoacido seguinte. A cor cinza indica que a membrana é tratada com solventes. (VIl) Os
grupos amino livres sdo corados com BPB (indicada pelos pontos azuis). (VIII) A membrana de celulose é seca

(indicado pela cor branca) e as manchas sdo quantificadas. (185).
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Figura 10: Representacdo esquematica dos peptideos sintetizados fixos a membrana e em processo de

identificagdo imunolégica seguida de revelagdo mediada por anticorpos conjugados com fosfatase alcalina e
posterior quantificagédo digital realizados neste trabalho.

A sintese de polimeros de peptideos ligados a membranas desenvolvido por
Geysen (186, 187) inseriu um conceito para a sintese de varias centenas de
peptideos em polimero sélido varas. Os peptideos devem permanecer ligados ao
transportador ap6s a sintese para os ensaios biolégicos. Apenas a cadeia lateral
dos grupos protectores é removida. Hastes de polietileno amino-funcionalizadas
(quatro mm de didmetro, 40 mm comprimento) sdo empregadas como suporte.
Estes suportes sdo montados sobre um bloco em oito linhas de 12 hastes cada.
Os pinos deste arranjo encaixam exatamente em pocos de placas de ELISA.
Lavagem e desprotecao sao realizadas rapidamente e o acoplamento é realizado
em placas de ELISA. A quantidade e distribuicdo dos aminoacidos Fmoc

acoplados é calculada por um programa de computador. Uma vez que as hastes
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de polietileno sofrem alteragdes, os passos de lavagem podem ser realizados
completamente. Em outra op¢éo, cabecgas destacaveis dos pinos e nao das hastes
sdo funcionalizadas. Os blocos podem ser usados varias vezes. A fim de obter
peptideos livres pelo método de sintese com pinos, varios métodos sao
conhecidos. Reagbes quimicas de clivagem enzimatica sdo engenheiradas na
estrutura dos aminoacidos e introduzidas em sequéncias C-terminais (Asp-Pro-Gly
permite clivagem acida, Lys-Gly permite a clivagem triptica (188);. Lys-Pro permite
formacéao dicetopiperazina (189). Isto permite a sintese controlada dos peptideos.
No entanto, as quantidades de peptideos livres sdo limitadas, aproximadamente
10-300 nmol por haste. Este método de sintese de peptideos em barras é usado
principalmente em ensaios ELISA. Muitas investigagbes sobre mapeamento de
epitopos de proteinas ou de identificagdo de os sitios de ligacdo de anticorpos
monoclonais ou de soro foram publicadas com estes métodos. Os anticorpos a
serem testados sao distribuidos em placas de ELISA, e os peptideos ligados as
hastes incubadas em conjunto. Os anticorpos especificos correspondentes nos
soros de ligam-se ao peptideo possuindo a sequéncia do epitopo de células B
linear fixo a haste. Incubagéo do complexo anticorpo- peptideo com um anticorpo
secundario marcado enzimaticamente produz o sinal colorimétrico. As aplicacdes
tipicas s&do o mapeamento de grandes proteinas por sintetizacdo de sobreposi¢céo

de tetra a pentadecapeptideos contra ensaios com antisoros ou anticorpos (187).

O mapeamento fino de epitopos em anticorpos neutralizantes contra o a
proteina pre-S de do virus da hepatite B conduziu a identificagdo de uma

sequéncia de 14 residuos em que dois deles (Gin, Trp) foram descritos como
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cruciais (190). Outras investigagbes bem-sucedidas de sitios de ligacdo de
anticorpos sao relatados para proteina VPL do virus da febre aftosa (187), a
proteina capsular do virus de Epstein-Barr também mapeada com 1381
aminoacidos (162). Varias proteinas de subtipos HIV (191-197) e também do
objeto deste estudo, com o TMV (198) foram mapeadas utilizando a tecnologia
das hastes. Considerando que a pesquisa de anticorpos monoclonais
frequentemente pode ser atingida por protocolos de rotina os mapeamentos por
este método ndo sdo completos. Uma vez que os peptideos sintéticos podem
cobrir muito precisamente a sequléncia da proteina inteira com apenas um
aminoacido deslocado para cada péptido, epitopos de células B sao identificados
com muita precisdo. Um procedimento de baixo custo para a preparagdao de
polimero ligados a peptideos foi introduzido (136, 137). Folhas de papel
membrana sao utilizadas como polimero. Goticulas de liquido sdo aplicadas sobre
a membrana cuja propagac¢ao ao longo de uma area circular restrita (spot). Esta
chamada sintese local permite a sintese em paralelo de cerca de 50 peptideos
sobre uma folha de papel (55 x 105 mm), isto porque um grande numero de spots
distintos s&o distribuiveis e cada um destes pontos permanece individualmente
enderecavel. Os passos da sintese de peptideos sao realizados por imersao da

membrana de papel em conjuntos com os respectivos reagentes ou solventes.

Para o acoplamento dos aminoacidos sédo dispensados nos pontos
definidos tipicamente 5 a 10 / ul. A miniaturizagdo é sugerida para acomodar o a
sintese de peptideos por 100 / cm 2 (137). Depois a sintese continua com a

remogcdo dos protetores de cadeia lateral dos grupos dos aminoacidos, os
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peptideos permanecem ligados ao de papel e sédo testados num ensaio de
Western-blot ou as manchas s&do cortadas e clivadas separadamente por um
ligante introduzido antes da sintese. A precisdo e eficiéncia do método sao
determinantes, no entanto, o estabelecimento deste processo como rotina exige

investimentos especiais na area.

1.4  Alta pressao hidrostatica

Alta pressao hidrostatica corresponde a um método que promove
dissociacdo de proteinas oligoméricas e estruturas supramoleculares, tais como
as particulas virais. Isso ocorre devido a uma diminuigdo no volume do sistema no
processo de dissociacdo. No entanto, ndo se observa rompimento de ligagdes
covalentes, havendo minimas mudangas em estruturas secundarias e terciarias
das proteinas envolvidas (199). Isso € de particular interesse na produgao de
novas vacinas virais, porque ao mesmo tempo em que a alta pressdo promove a
inativacao viral, observa-se freqiientemente a manutencao de suas propriedades
antigénicas e imunogénicas (200, 201). Outros métodos de producao de vacina
apresentam limitacbes em relagcdo a alta pressédo, tais como inativacdo quimica
incompleta, mudangas nas propriedades imunogénicas, eficacia variavel e
mutac¢des. Mais recentemente vem ocorrendo um grande interesse no efeito da
alta presséao hidrostatica sobre a estabilidade e infectividade de diversos virus. Ja
foram relatados varios exemplos de significativa inativacao viral apés aplicagédo de
ciclos de pressurizagao e despressurizacado, muitas vezes em combinacdo com

outros agentes fisicos e/ou quimicos (142, 202, 203). Essas abordagens tém sido
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realizadas em areas de interesse médico, veterinario, de alimentos e em pesquisa
basica. Entre os virus investigados, tem-se virus da imunodeficiéncia humana
(204), herpes simplex virus humano e citomegalovirus humano (205), virus da

hepatite A (206) entre muitos outros.

A inativacdo de muitos dos virus antes mencionados € alcancada com
pressdbes um pouco inferiores que as atingidas em equipamentos comerciais
utilizados para o processamento de alimentos. As pressdes variam de 150 a 350
Mpa, no entanto os tempos de tratamento podem variar de 30 min a 8 h. No caso
de virus mais resistentes, a inativacao por pressao pode ser alcancada utilizando-
se também outros métodos fisicos ou quimicos. Para o virus da febre aftosa, por
exemplo, utilizou-se uréia (207) e para virus do mosaico do tabaco, temperatura

negativa (-18°), demonstrado no presente trabalho.

Nossos laboratérios, em conjunto, tém estudado a termodindmica da
dissociagdo e desnaturagdo viral para virus do mosaico do tabaco (TMV),
utilizando alta pressao hidrostatica em varias condi¢des experimentais (208). A
figura 11 ilustra os equipamentos utilizados. Recentemente, foi mostrado que
processos de dissociagao viral e de proteinas, quando facilitados por aumento de
pH tém como base a liberagdo estequiométrica de prétons, sugerindo tratar-se de
um mecanismo geral da dissociagdo (48, 209). O processo de dissociagéo
induzida por uréia também foi descrito como combinagdo estequiométrica desse
composto com o TMV. Além disso, foi observado que o processo de desnaturacéo

desses virus por uréia pode também ser quantificado como combinagéo
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estequiométrica de uréia por mol de subunidade capsidica (210). Estudos
anteriores mostram que processos de dissociacao e desnaturacdo induzidos por
uréia em varios virus e/ou capsideos isolados também podem ser descritos como

reagbes estequiométricas dos mesmos com a uréia (210).

._.

Figura 11: (A) Foto do gerador de pressao. (B) Foto da camara de pressédo onde sao colocadas as cubetas
para realizagdo dos experimentos, mostrando as janelas por onde passam os feixes de luz para realizagdo das
medidas espectroscépicas e as mangueiras onde é conectado o sistema refrigerador. (C) Foto das cubetas de
quartzo, uma dividida ao meio utilizada para os experimentos de microscopia sob alta pressdo, sem ser selada
(lado esquerdo) e a outra selada com tubo plastico de polietileno usada nos demais experimentos (lado direito). (D)
Foto do fluorimetro e do computador, responsavel por executar uma série de fungdes automatizadas — Imagens
cedidas pelo Laboratério de Termodindmica de Proteinas, Departamento de Bioquimica do Instituto de
Biologia/UNICAMP.
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Utiliza-se inumeras técnicas para avaliar os efeitos que a alta presséo
causa na estrutura dos virus alterando sua infectividade sem, no entanto, diminuir
sua antigenicidade. Uma série de estudos (211-213) avaliou a integridade da
estrutura de capsideos virais apds tratamentos com alta presséo. Para o virus da
estomatite vesicular (VSV), Silva e colaboradores (1992) relataram o aparecimento
de protuberancias nas superficies virais tratadas com pressdo. No caso dos
rotavirus SA 11-4S, a morfologia geral mostrou-se com poucas alteragcbes em

incubacao a 250 Mpa por 1 hora.

Observou-se nesses virus uma descontinuidade no capsideo, sugerindo
que o tratamento com pressédo causa um “descolamento” do contato da camada
externa com a interna, que permaneceu intacta, protegendo o RNA viral de

tratamentos com RNAse (212).

1.4.1 Equipamento de alta pressao hidrostatica

O sistema utilizado consiste de um gerador de pressao conectado a cdmara
de presséao hidrostatica. No interior da camara colocou-se uma cubeta cilindrica de
quartzo com volume de aproximadamente 1,2 mL contendo a amostra de TMV a
ser submetida a alta pressdo. Para evitar contato da amostra com o fluido que
transmite a presséo (etanol), a cubeta foi selada com um tubo de polietileno cuja
extremidade foi fechada por aquecimento. Esse tubo colapsado permite a
equalizagcdo da presséo entre o meio hidrostatico e a amostra dentro da cubeta,
evitando ao mesmo tempo a mistura dos liquidos. A cubeta foi fixada em uma

base cilindrica metalica para evitar 0 movimento desta no interior da bomba. A
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amostra permaneceu sob temperatura controlada. As incubag¢des do TMV foram

feitas a temperatura controlada de 20 °C e -18 °C a pressdes de até 350 Mpa.

Os virus sdo muito diferentes de outros seres biolégicos em termos de
estrutura e atividades intra e extra-celulares. Virus podem constituir de apenas um
capsideo protéico formado por subunidades de proteinas que envolvem seu
material genético (DNA ou RNA). Alguns virus também podem conter enzimas
necessarias a sua replicacdo nas células hospedeiras. Entre virus existe um
elevado grau de diversidade estrutural e isso se reflete na ampla gama de

resisténcia a presséo entre estes organismos (202, 204, 205, 207, 211).

A inativacdo viral por alta pressdo ainda ndo estd completamente
esclarecida embora o envelope viral, quando presente, pareca ser um alvo para a
inativagdo. A maioria dos estudos com alta presséo tem sido realizada com virus
envelopados. Neste caso, a alta pressdo pode afetar trés tipos de interacdes:
proteina-lipideos, proteina-proteina e proteina-acido nucléico (214). Apdés o
tratamento de alta presséo a estrutura global dos virus nao € alterada e a Unica
diferenca perceptivel, com auxilio de microscopia eletrbnica, é a existéncia de
protuberancias na superficie que podem ser explicadas por um deslocamento das
subunidades do capsideo mantidas sob a membrana de lipideos e proteinas (202,
214). A figura 12 representa as alteragbes previstas em uma proteina quando

submetida a tratamentos fisico-quimicos.
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Figura 12: representacdo esquematica das alteragbes em entalpia e volume da proteina quando
tratamentos fisco-quimicos sdo aplicados a estrutura (215).

Essas mudancas sutis na conformacgéo das proteinas virais do capsideo ou
das glicoproteinas do envelope induzidas pela alta pressao, mimetizam o processo
de ligagéo das particulas virais aos receptores celulares, o chamado estado de
"fusdo-ativa", ja que ele ndo se consolida (214). A transicdo para o estado
fusogénico impede a ligagdo dos virus aos seus receptores celulares e, portanto, a
endocitose, quando for o caso, evitando dessa forma a infeccdo da célula

hospedeira pelos virus (202).

Virus nédo envelopados s&o geralmente mais resistentes a pressédo do que
virus envelopados. O estado fusogénico descrito para virus com envelope também
pode ser encontrado naqueles n&o envelopados inativados por tratamentos com
alta presséo. Propbs—se que, quando submetidos a alta presséo, capsideos virais

Y

desestruturem e, ao retornarem a condicdo nao pressurizada, ocorreria a
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reassociacdo das proteinas do capsideo viral em uma forma nao-infecciosa,
semelhante ao estado de fusdo intermediario descrito para virus envelopados

(202, 204, 214, 216)

Essa inativacdo é frequentemente reforgcada quando o tratamento com alta
pressédo € aplicado em temperaturas abaixo de zero. Nestas condigdes, as
proteinas do capsideo sofrem desnaturacdo devido a uma quebra da sinergia
entre as ligacbes de hidrogénio dos grupos hidrofébicos, levando a perda de

estruturas quaternarias e terciarias (48, 209, 211).

Tratamento com pressdes superiores a 300 MPa provocaram danos aos
envelopes do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e citomegalovirus (CMV),
impedindo sua ligagao as células (205). A presséo também causa a dissociagao
de particulas virais e, dependendo dos virus e das condicbes de tratamento, a

dissociagdo pode ser totalmente reversivel ou irreversivel (210, 217).

14.2 Aplicagao da alta pressao no desenvolvimento de

vacinas

Agentes patogénicos inativados por pressdo sao capazes de estimular o
sistema imunolégico e, portanto, podem ser usados para a producéo de vacina. O
efeito da alta pressdo sobre proteinas provoca um desdobramento nas estruturas

terciaria e quaternaria expondo sitios antigénicos e imunogénicos (202, 207).

Os primeiros ensaios sobre a capacidade de parasitas pressurizados

provocarem uma resposta imune foram realizados no protozoario Eimeria
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acervulina. Foi demonstrado que em frangos inoculados com oocistos desse
parasita, tratados com alta pressao, as lesbes desenvolvidas eram menos graves
do que naqueles inoculados com o parasita ndo tratado, indicando que pode ter
sido desenvolvida uma imunidade parcial apdés o desafio com o parasita tratado
com alta pressdo (218). O efeito de alta pressao sobre a imunogenicidade de
bactérias foi reportado pela primeira vez por Silva e colaboradores (2001). Apos
ter sido inativada com tratamento por alta pressdo a bactéria Leptospira
interrogans quando injetada em coelhos foi capaz de provocar uma importante
resposta imune, medida pela titulacdo de anticorpos. Essa resposta
provavelmente pode ser explicada pela aparicdo de novos epitopos, surgidos pela
extrusao parcial de proteinas da membrana ou a dissociacdo oligomérica da

proteina integral de membrana (212).

Vacinas antivirais preparadas a partir de virus inativados por diferentes
processos apresentam algumas desvantagens em relacdo aquelas obtidas por
inativacao por alta pressdo tais como o risco de inativacdo incompleta, a
toxicidade do agente inativante e modificacdes das propriedades imunogénicas
dos virus (202). Como a alta pressao hidrostatica ndo introduz substancias
exdgenas na vacina e, frequentemente é seletiva na agdo sobre as estruturas
macromoleculares, seu uso resulta, em geral, em preparagdes altamente

imunogénicas (210, 217, 219).

Tem sido demonstrado que virus tratados com pressao perdem sua

infectividade, mas ainda conservam sua capacidade de produzir anticorpos
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neutralizantes. A hipdtese mais aceita € que sob alta pressdo as proteinas do
capsideo viral se dissociam e quando a pressdo é liberada do sistema, a
reassociacao do capsideo ocorre na forma de particulas ndo infecciosas que ainda
conservam as suas propriedades imunogénicas (208, 210, 212, 216, 217, 220).
Além disso, os epitopos previamente ocultos podem ser expostos, aumentando a
imunogenicidade dos virus inativados por pressdo. Comparada a vacina
tradicional, a producéo de vacinas sob alta pressao apresenta muitos beneficios,
incluindo um menor risco de desenvolver a doengca em relagdo as vacinas
atenuadas e uma provavel maior imunogenicidade das subunidades virais isoladas
(202, 207, 210, 212, 216, 217, 220, 221). A figura 13 ilustra as alteracdes

conformacionais induzidas por pressdo em uma proteina viral.
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Figura 13 Alteragdes induzidas por pressao na estrutura da proteina do capsideo do Cowpea Mosaic Virus
(CPMV), evidanenciando exposicdo e oclusdo de aminoacidos apdés o tratamento com 330 MPa. A: Alteragoes
induzidas por pressao induzidas nas cavidades do CpMV. Esta figura mostra a cépia reorientada com volumes das
cavidades mais proximas aos valores médios obtidos, AP — Pressdo Atmosférica, HP — Alta Pressao. B: A variacao
do volume da cavidade entre AP e HP como uma fungdo do volume médio de HP. Numeros da curva representam o
numero da cavidade e do volume médio da cavidade em AP (em italico, entre parénteses). C: Alteragées no
empacotamento do cristal, devido a alta pressdo. Cb: dominio de interagdo, Cc: zona de interagdo com o dominio C

(222).

1.5 Bioinformatica

A analise detalhada dos epitopos alvo por células T autorreactivas e
autoanticorpos tem uma importadncia consideravel na investigacdo e
desenvolvimento imunopatolégicas, bem como na concep¢do de novos
instrumentos de diagnostico, drogas terapéuticas e vacinas. O percurso em
direcdo ao alinhamento dos sistemas computacionais e mecanismos
imunobiolégicos € recente (149, 175, 223-230), mas ja com resultados muito
interessantes (231-236). Condigbes estas iniciais para justificar o desenvolvimento
de metodologias de previsao in silicio de estruturas proteicas, entre muitas outras
aplicagdes. Eficientes e finas técnicas de mapeamento moleculares sao
necessarias para a melhor compreensdo da relagdo entre a estrutura das
biomoléculas e possiveis fungdes (237). As inovacbes nas técnicas de
microarranjo sdo controversas ainda — dado o volume de informagdes por elas
geradas — mas sao capazes de analisar diferentes personagens submoleculares e
combina-los com fungdes bioldgicas. O desenvolvimento do poder de computagéo
e juntamente com algoritmos para analisar dados biol6gicos aumentou a eficiéncia

do laboratério de pesquisa e diagnéstico durante a ultima década e, pelo uso de
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ferramentas in silicio de pesquisa, o desenvolvimento de drogas ou vacinas

tornou-se mais eficiente e, por consequéncia, rentavel (238-241).

Diversos algoritmos estdo disponiveis para célculo do indice de
imunogenicidade e de epitopos, prevendo com base em sequencias de antigenos
informacdes importantes para estudos imunoldgicos (224, 242-244). A maioria
destas técnicas envolvem calculos com base em tabelas de valores para os vinte
aminoacidos que refletem a probabilidade de ocorréncia na superficie de proteinas
ou como parte de estruturas secundarias, tais como a-hélices ou folhas beta. O
mais bem sucedido destes algoritmos utiliza escalas relacionadas com a
solubilidade em agua dos aminoacidos individuais na previsdo de caracteristicas
de hidrofobicidade da proteina. Em particular, as maiores taxas de sucesso sao
obtidas usando as escalas hidrofilicidade que enfatizam os aminoacidos
carregados e polares, mas ndo sao excessivamente seletivas, quer para as cargas
positivas ou negativas. Tal método pode identificar corretamente locais antigenicos
importantes das proteinas para a maioria dos organismos infecciosos
caracterizados (148, 245). Os mecanismos modelados computacionalmente sio
representados no ambiente celular na figura 14 para MHC classe | e na figura 15

para MHC classe Il.
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Figura 14: Mecanismos de processamento, apresentacdo e comunicacdo celular para interpretacdo via
MHC classe | de antigenos. O processamento antigenos comega ja com a transcrigdo e tradugéo. Muitas proteinas
sdo feitas de forma imperfeita, designadas por produtos defeituosos. De uma maneira semelhante a proteinas
endogenas funcionais, sdao degradadas pelo proteassomo no nucleo e no citoplasma. O proteassomo pode, assim,
gerar novos antigenos nao codificados geneticamente. Os peptideos resultantes sdo substcamundongos para
aminopeptidases citosélicas, como a peptidase tripeptidil Il (TPPII), que cortar e destr6i a maioria dos peptideos.
Uma pequena fragdo de peptideos pode escapar a destruicdo e portanto a translocagdo para o limen do reticulo
endoplasmatico (ER) através do transportador associado com a apresentagado de antigenos (TAP), que faz parte do
complexo de carregamento de peptideos (PLC; que, portanto, contém moléculas MHC classe I, ERp57, calreticulina
e tapasina). Peptideos podem entdo se ligar a moléculas MHC classe | diretamente ou podem exigir mais cortes
aminopeptidases associadas com processamento de antigenos (ERAAP) no ER antes de serem considerados
adequados para o MHC classe |, dentro ou fora do PLC. Os complexos peptideo-MHC de classe | sdo, em seguida,

liberados do PLC e do ER e sdo transportadas para a membrana para a apresentagao a células T CD8 + (163).
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Observa-se atualmente a permeabilidade das ferramentas de bioinformatica
com pouco espanto. Em termos de desenho de drogas - incluindo o
desenvolvimento de vacinas — mecanismos eficientes para sele¢do de moléculas
candidatas para novos medicamentos, melhores em todos o0s campos de
tratamento; na prevencdo de doencas infecciosas causadas por microrganismos
resistentes; bioterapias para cancer; transplante de 6rgaos; e no estudo de

doengas auto-imunes (226, 246-251).
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Figura 15: Mecanismos de processamento, apresentacdo e comunicacdo celular para interpretacdo via
MHC classe Il de antigenos. As moléculas de MHC de classe Il sdo constituidas cadeias por a e  montadas no
reticulo endoplasmatico (ER) e formam um complexo com a cadeia invariante (li). Proteinas endocitadas sao
degradadas por proteases residentes no processo de apresentagao via MHC Il. O fragmento peptidico li associado
a molécula de MHC classe Il (CLIP) permanece na cavidade de ligagdo ao peptideo do MHC e é trocado por um
peptideo antigénico, com a ajuda da molécula auxiliar especifica do alelo envolvido (como H2-M, em
camundongos). Moléculas de MHC de classe Il sdo entdo transportados para a membrana para apresentar os
peptideos antigénicos para células T CD4 +. APC, células apresentadoras de antigénios, TCR, receptor de célula T
(163).
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A premissa de prever um epitopo através de um programa online € muito
distante da realidade laboratorial, capaz de desenvolver anticorpos monoclonais
especificos com a imunizagdo (138, 139, 252, 253). Mas a pesquisa de vacinas
com base em genomas abriu novos potenciais problemas para a selegdo dos
antigenos alvo, usando em predic¢des silico para analise dos genomas em conjunto
com técnicas recombinantes para expressar os fragmentos de antigenos
potenciais (254, 255). Diagnéstico laboratorial, design de drogas e
desenvolvimentos de vacinas sado areas de biotecnologia médica atual de
interesse crescente, onde as técnicas de computagdo desempenham um papel

essencial.

O nosso objetivo principal foi o de comparar e avaliar os dados de
mapeamentos de epitopos por membranas de epitopos lineares em em condi¢des
desnaturantes para o antigeno com predi¢des in silicio que considerem o modelo e
as condi¢des estudadas. Com os resultados de medi¢cdes imunoenzimaticas in
vitro, em um modelo animal bem caracterizado, objetivamos inferir diferencas
observadas em nivel do processamento da proteina do capsideo do TMV antes e
apos o tratametno de alta pressdo hidrostatica sobrepostas as semelhancas
observadas entre o mapeamendo da forma nativa e as previsdes

imunoinformaticas — calibradas para as condi¢des usadas.

Diversas ferramentas online foram empregadas para mimetizar as vias de
processamento de interesse, uma de grande importancia € o IDEB. O objetivo do

Immune Epitope DataBase (IEDB) (229) é catalogar e organizar as informacdes
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relacionadas com epitopos de células T e de células B, bem como fornecer
informacbes para prever epitopos novos e analisar epitopos conhecidos
ampliando a base com novas informacdes sobre eles. O site IEDB é atualizado
continuamente com base no feedback do usuario, resultando em versdes
fundamentalmente revistas do banco de dados em si (256) bem como das
ferramentas hospedadas nos recursos associados de analise. O uso continuo do
banco de dados e ferramentas ampliou nosso entendimento de que as aplicagdes

sdo possiveis e refinou a metodologia para alcangar melhores resultados.

Enquanto um conjunto similar de dados e ferramentas existem para
epitopos B apenas as informacdes relativas a inferéncias possiveis dentro dos
experimentos de mapeamento sdo consideradas neste trabalho, estdo fora do
escopo deste texto analises de dindmica molecular. Além disso, os detalhes do
processo de curadoria utilizados para capturar os dados da literatura, o
desenvolvimento de uma ontologia formal para representar os dados de epitopos
(257) e todas as ferramentas de previsdo e de analise disponiveis (229) séo
descritos em detalhe em outros relatos. Nés aqui apresentaremos um breve
resumo dos recursos atualmente disponiveis que estao relacionados epitopos de

células B e T aplicadas ao objetivo deste trabalho.

Varias aplicacbes podem se beneficiar da identificacdo de epitopos em
células T e / ou B, incluindo o desenho de vacinas profilaticas (258), terapéuticas
(238), ferramenta populacional para a pesquisa (259) e de imunizacdo (256).

Projetar vacinas contra agentes infecciosos é a aplicacao mais frequente que pode
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se beneficiar do conhecimento de células T epitopos. Basicamente, para uma
vacina para induzir a criagdo de uma populagédo de células de memoria células T
capazes de reconhecer o agente patogenico processado tém de interagir para
estabelecer a comunicagdo imunolégica necessaria. Uma vacina, portanto, tem
que conter epitopos de células T derivados deste agente patogenico. Isto néo
significa que a propria vacina tem de ser constituida por epitopos individuais, mas
minimamente que os antigenos que abrigam os epitopos s&o inclusos. No caso da
terapéutica (por vezes também chamada vacinas terapéuticas), o objetivo é o de
modular uma resposta imune que, se existente, precisa de ser reforgcada (cancro,
infeccdo crénica), ou mesmo reduzida (doencas auto-imunes, alergia).
Novamente, tal concepcao terapéutica requer conhecimento objetivo dos epitopos
de respostas em células T as quais se almeja modular. Para o diagnéstico, o
objetivo é identificar se um paciente entrou em contacto com certos antigenos, a
fim de ajudar a identificar as possiveis progressdes clinicas auxiliando na defini¢cdo
de condutas. A utilizacdo de epitopos como diagnésticos tem o potencial para
distinguir as infecgbes com patdégenos relacionados, condigdo pode ser complexa
quando depende de um organismo inteiro ou preparag¢des de antigeno, que pode
muitas vezes ser reconhecido de forma cruzada — como é o caso do TMV deste
trabalho. Finalmente, uma aplicagdo importante de epitopos de células T é a sua
utilizagdo direta como ferramenta para a pesquisa de bases de dados, uma vez

que permitem rastrear HLAs especificos de populacdes de células T humanas.

Como mais drogas a base de proteinas sdo desenvolvidas, minimizar a

imunogenicidade destas drogas torna-se outra importante aplicagdo dos
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mecanismos de identificagdod de epitopos de células T. O termo 'de-imunizagéo'
foi cunhado para referir a um conjunto de tecnologias que reduzem a
imunogenicidade através da remocédo de epitopos de células T em proteinas
terapéuticas. O processo implica primeiro na identificacdo de residuos de
ancoragem de epitopos no HLA de escolha, aplicando mutag¢des pontuais a estes
residuos de ancoragem para aminoacidos neutros de tal modo que as mutacdes
nao interfiram com dobragem e funcdo destas proteinas e, finalmente, na
realizacdo de validagbes para confirmar a auséncia de imunogenicidade das
proteinas mutantes (260). Os detalhes das ferramentas de identificacdo no IEDB
de epitopos de células T focam neste problema, mas atualmente n&do existem
ferramentas dedicadas no IEDB, por exemplo, que sugiram quais mutacdes em

um farmaco proteico sdo recomendadas, até o momento.

Seguindo a descri¢cado de recursos na IEDB, apresenta-se aqui exemplos de
aplicagbes como o IEDB podem ser usados para 1) descobrir epitopos
conservados em um antigeno novo, e 2) prever epitopos novos para facilitar a
concepgédo de vacinas. Globalmente, nosso texto também visa fornecer exemplos
de como os dados IEDB e das demais ferramentas aqui empregadas podem ser
utiizadas de forma eficaz para aplicacdes praticas experimentais, e aborda

questdes mais comuns encontrados.

O banco de dados do IEDB fornece um catalogo de epitopos
experimentalmente caracterizados em células T, bem como os dados sobre

Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) em experimentos de eluigdo
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de MHC e de seus ligantes. Estes trés tipos de dados experimentais diferem no
que transmitem: Enquanto os dados de ligagdo a MHC mostram uma associagéo
entre um ligante molecular (tipicamente um peptideo) e uma molécula de MHC, os
dados de eluicdo de MHC e dos ligantes mostra que o ligante eluido n&o é apenas
capaz de se ligar uma MHC molécula, mas também foi capaz de passar pelos
processos da maquinaria celular no que tange mecanismos de processamento de
antigenos. De experiéncias em células T depositadas, por outro lado, é possivel
testar a capacidade destas produzirem um receptor de células T (TCR), que
requer a ligagcdo a uma molécula de MHC e consequente ativacdo. O IEDB
representa as estruturas moleculares testadas para MHC, a eluicdo dos ligantes
de MHC ou de células T, reconhecimento e os detalhes dos contextos
experimentais em que estas moléculas foram testadas e posteriormente
incorporadas. Apenas os peptideos nos quais houve validagcado experimental de
ligacdo que o algoritmo incorpora o dado como valor verdadeiro, enquanto que os
que séo positivos apenas para um ensaio de ligacao sao referidos como 'agentes
ligantes de MHC' e aqueles que podem ser eluidos a partir de preparados de MHC
da superficie celular sdo interpretatos como ligantes naturalmente processados.
Epitopos reconhecidos em seres humanos, primatas nao-humanos, roedores,
porcos, gatos e todas as outras espécies hospedeiras testadas estédo incluidas no
IEDB. Além disso, ambos os resultados positivos e negativos experimentais séo
mantidos na base. Por ultimo, o ambito da base de dados até o momento é incluir
dados relativos a epitopos derivados de doencas infecciosas. Em particular, os

epitopos de HIV sado explicitamente excluidos uma vez que podem ser
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encontrados no banco de dados Los Alamos HIV Molecular Immunology (261). Um

exemplo de fluxograma para predicdo de informagées com base na sequencia da

proteina é representado na figura 16.
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Figura 16: Fluxograma para predigio de informagées com base na sequencia de uma dada proteina.

Desde que o IEDB foi criado, os dados de 158.067 células T, 198.877
ligagbes ao MHC, e 2007 ensaios de eluicdo MHC-ligante foram coletados, quer
através de curadoria manual ou observagodes diretas. Dados oriundos da literatura
cobrem 99% de todos os artigos publicamente disponiveis em epitopos peptidicos
mapeadas para agentes infecciosos (excluindo HIV) e 97,7% daqueles mapeados
para alérgenos. Em termos de observacdes diretas, 194,862 ensaios foram

apresentados por investigadores para o banco de dados do IEDB.
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Complementando os dados imunolégicos de epitopos determinados
experimentalmente e contidos no banco de dados, o componente de recursos de
analise fornece ferramentas para predicdo e analise de epitopos. As ferramentas
de analise fornecem a capacidade de mapear epitopos na estrutura da proteina
3D do antigeno de origem, ou em seus homdlogos (262), alem dos epitopos de
fragmentagéo em grupos com sequéncias semelhantes e também calcular o grau
de conservacgéo de epitopos em um dado conjunto de proteinas (263), ou prever a
cobertura da populagdo de um conjunto de epitopos com base na frequéncia dos

alelos HLA (264).

As ferramentas de predigcdo de epitopos de células T s&o divididos em
ferramentas de predi¢cdo de ligagdo e de processamento para afinidade MHC. A
primeira categoria contém ferramentas que predizem afinidades de ligagédo de
peptideos, quer de MHC de classe | ou moléculas de classe Il. Baseado em
referéncias passadas métodos de previséo de ligacdo de MHC |, NetMHC-3.0 que
usa algoritmos sustentados por redes neurais artificiais (ANN) e métodos de
matrizes estabilizadas (SMM) que estdo entre os melhores métodos de previsio
em termos de desempenho individual e para MHC II, também ANN sdo mais

eficientes e com melhor desempenho (244, 265, 266).

As previsdes de processamento para classe MHC | combina as previsdes
obrigatérias descritas acima com previsbes de clivagem proteossomica e
transporte TAP, para identificar peptideos que sdo naturalmente processados.

Alguns estudos mostraram que os peptideos de previsao sdo mais susceptiveis ao
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reconhecido por células T do que aqueles selecionados por previsdes de ligagcédo
ao MHC apenas (265, 267, 268). Por exemplo, no artigo por Kessler e
colaboradores, um grande numero de métodos de predicdo epitopos, disponiveis
na gratuitamente na internet para células T CD8+, foram testados contra uma lista
de 64 peptideos 9meros derivados a partir de um antigeno associado a um tumor
conhecido. Dos 5 métodos testados nesta lista, apenas 4 métodos identificaram 2
de 3 epitopos reconhecidos como entre dez mais importantes para o problema em
questdo. O método de predicao a partir dos algoritmos mencionados identificaram
todos os 3. No entanto, nenhuma avaliacdo em grande escala foi realizada que
claramente quantifica a vantagem de utilizar as previsbes de processamento, que
determinasse quantos epitopos sdo erroneamente preditos para ndo ser
processados. Com base na literatura, a vantagem de utilizar previsbes de
processamento em detrimento das previsdes de ligacdo — se houver — parece ser
relativamente pequena. Além disso, qualquer vantagem deve ser comparada com
o0 aumento da complexidade na interpretacdo dos resultados das previsdes de
processamento, especialmente quando a previsdo epitopos de patdbgenos que
evoluem para interferir com os componentes da maquina de processamento,
evento ndo presente no sistema escolhido para este trabalho. Considerando que
as teorias de selecdo em virus RNA (Mueller’s ratchet e Red Queen Hypothesis)

nao podem ser aplicadas ao TMV neste desenho experimental.

Os virus de RNA incorporam mutagdes rapidamente e, portanto, podem
escapar a deteccdo de respostas imunitarias e de memoaria, permitindo infecgdes
recorrentes no mesmo hospedeiro, por estirpes diferentes das mesmas espécies
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virais. No entanto, em todos os virus de RNA existem proteinas sobre as quais
observa-se pouca alteracdo e grande conservacgéo, evidentemente porque séo
fragmentos de alta relevéncia funcional e mutag¢des implicam necessariamente em
significativa perda de fitness quando ndo compensadas epigenéticamente. Sob
esta oOtica a identificacdo de epitopos que s&o conservados entre diferentes
estirpes de uma espécie viral é de particular interesse. Para ambos os Dengue
virus (269, 270) e influenza (271, 272), epitopos de células T conhecidos e
previstos foram analisados em termos de conservacéo para varias estirpes virais.
Uma analise similar foi realizada para a cepa H1N1 em 2009 (273), trabalho que
sondou especificamente epitopos que estavam também presentes em cepas
circulantes recentemente, como a gripe sazonal. Para uma grande fracdo de
epitopos de células T determinou-se a conservagao na cepa pandémica, e estes
foram posteriormente validados experimentalmente como alvos de imunidade pré-

existente em células T.

As ferramentas empregadas neste trabalho tém como plataforma paralela
instrumentos matematicos de aprendizagem baseada em evidéncias. As redes
neurais artificiais (RNA) séo algoritmos de computador modelados com base nos
mecanismo de decisdo no cérebro. Consistem basicamente de muitas unidades
de processamento simples, que sao ligados entre si em uma rede de
comunicagbes. Cada unidade é um modelo simplificado de um neurdnio que envia
um sinal de novo se receber um sinal de entrada suficientemente forte a partir de
outras unidades as quais esta ligado. A forca destas ligacbes pode ser variada a
fim de que a rede efetue um padrao desejado de sinal central, o que é aprendido a
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partir de um conjunto de dados de treino. Os dados de treinamento neste caso séo
sequéncias peptidicas com diferentes afinidades quantitativas para uma dada

molécula especifica de MHC.

Muitas diferentes aplicacbes com redes neurais artificiais ja existem para
mensurar eventos biologicos. O modelo utilizado nesta tese foi inicialmente
calibrado para previsdes de ligagdo HLA-A2 por Nielsen e colaboradores (274) e
tem sido aplicada a uma grande variedade de alelos inclusive para predicdo com
alelos de camundongos, como € o caso para a linhagem Balb/C, cujos alelos Kd,

Dd e Ld (MHC I) e IAd e IEb (MHC II) foram confrontados com a TMVcp.

A média de ligacado relativa (ARB), outro método importante empregado
para calculo de decisao para previséo de ligagdo MHC, € uma matriz de afinidades
de ligagdo com base na contribuigédo independente de cada residuo ao longo da
molécula de peptideo para a afinidade de ligagdo. Quando um residuo R ocorre na
posicdo /i no peptideo, € assumido que este contribui com uma constante
quantidade Ri para a energia livre de ligagdo do peptideo. O efeito de cada um
dos 20 possiveis aminoacidos para cada posigédo disponivel ao longo da
sequéncia peptidica, portanto, pode ser estimada através uma matriz de
coeficientes. A propenséo global de ligagdo de cada sequéncia peptidica, um
algoritmo que gera um ranking ou "Score", é calculada multiplicando os
coeficientes de Ri. Previu valores de IC50, que fornecem os valores quantitativos
KD (IC50). As previsfes sao entido calculadas pelas transformacdes matematicas

dadas pelas pontuag¢des do algoritmo (275).
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O método de matriz estabilizada (SMM) descrito por (276) podem ser
utilizado para calcular as matrizes de afinidade a partir dos dados quantitativos de
ligacao dos peptideos a moléculas de MHC. A vantagem deste método é que ele
suprime o ruido presente nos dados de treino, causados pelo erro experimental

inevitavel, bem como o numero limitado de pontos de dados.
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2 Justificativa

Esse projeto visou estudar o mapeamento de epitopos da proteina do
capsideo do virus do mosaico do tabaco, importante modelo em virologia,
imunologia e bioquimica, em sua forma nativa e apds tratamentos em alta presséo
hidrostatica. De acordo com a revisao introdutéria deste trabalho, o TMV é
responsavel por muitos avangcos nestes campos da ciéncia além da fundacéo da
disciplina de Virologia, mas em termos de mapeamento de epitopos havia uma
lacuna a ser explorada. A grande quantidade de informagdes geradas neste
campo para a TMVcp utilizou, na grande maioria dos casos, diferentes modelos
experimentais para identificacdo de epitopos na superficie desta proteina. Neste
trabalho, em consonancia com a cobertura que a técnica de spot synthesis prové,
realizamos este mapeamento para a proteina em questdo utilizando anticorpos
policlonais derivados da imunizagdo com as formas nativa e com as formas
tratadas em alta pressao além de restringir a experimentagdo a um modelo animal
bem definido na literatura, camundongos Balb/C. Para ampliar as informacgdes
geradas por estes experimentos, algoritmos de previsdo de caracteristicas
bioquimicas e imunolégicas de processamento antigénico foram utilizados como
ferramentas de suporte e de comparagao para os resultados obtidos. Almejou-se
integrar estas informagbes criando um fluxograma experimental in silicio e in vitro
para este tipo de analise, enriquecendo os resultados experimentais com o corpo

de dados virtuais e permitindo melhores interpretacdes dos resultados.
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3 Objetivos

* Mapeamento de epitopos da forma nativa do TMV

3.1

Objetivos especificos

Mapeamento de epitopos das formas sob tratamento de alta

pressao, temperatura e uréia
Quantificacao in vitro dos spots reativos

Comparagédo com mecanismos de previsdo de epitopos para formas

nativas e tratadas experimentalmente
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4 Meétodo

4.1 Virus do mosaico do tabaco.

411 Seqiienciamento do TMV - Extragdao de RNA viral

A um volume de 300 pl da suspensao viral foram acrescentados 900
pl de Trizol e incubado a temperatura ambiente (TA) por 5 min. Acrescentou-se
240 ul de Cloroférmio, agitou-se vigorosamente em Vortex por 15 seg e incubou-
se a TA por 2 min. Apés centrifugagdo a 12000 rpm por 15 min a 4 °C, transferiu-
se 0 sobrenadante para outro tubo e acrescentou-se 700 ul de alcool isopropilico
(Merck). Apods centrifugacdo a 12300 rpm por 5 min a TA descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi lavado com 900 pl de etanol 75%. Apo6s agitagcéo
vigorosa em Vortex e centrifugacdo a 9700 rpm por 5 min a TA descartou-se o
sobrenadante e ap6s a secagem o precipitado foi ressuspenso em 30 pl de H,O
DEPC (Dietilpirocarbonato) estéril, incubado a 55 °C por 10 min e congelado a -20

°C para posterior utilizagao.

41.2 Reacao de RT-PCR para TMV

Foram utilizados os primers TMVspec e Tobamo1 (Quadro 1) para a

reacéo de RT-PCR.

Primer Sequéncia 5’-3’
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TMVspec CGGTCAGTGCCGAACAAGAA

Tobamo1 GGTTAGGGGGGGATTCGAA

Quadro 1: Sequéncia de nucleotideos dos primers TMVspec (fwd) e

Tobamo1 (rev).

A solucdo 1 adicionou-se 7 pl de RNA e prosseguiu-se com a desnaturacdo
em Temociclador a 94 °C por 5 min, levando ao banho de gelo imediatamente.
Apds a desnaturacdo acrescentou-se ao tubo a solugéo 2 e prosseguiu-se com a
producdo de copias do RNA viral na forma de cDNA e Inativagdo da Enzima em

termociclador, a 37 °C por 50 min seguido de 70 °C por 15 min.

Um gradiente do volume da reagao de transcrigéo foi adicionado a solugéo
de PCR | para um volume final de 50 pl. A reacdo de PCR seguiu o seguinte
protocolo em termociclador: um ciclo de 94°C por 5 min seguido de trinta ciclos
mantidos a 94°C por 1 min; 55°C por 1 min e 72°C por 1 min. A reacéao foi mantida
a 72°C por 7 min para passos finais de extenséo, apds a reagédo ser completada

os produtos foram mantidos a 4°C até visualizagéo.

O sequenciamento, conforme mencionado anteriormente, permitira a

sintese dos peptideos corretos na membrana de spot synthesis.

O sistema de alta pressao hidrostatica utilizado consiste de um gerador de
pressdo conectado a camara de pressdo, descrito em Santos et al. (2004). As

amostras virais inativadas foram inoculadas via intraperitoneal camundongos
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fémeas da linhagem Balb/C, nos dias 1, 7, 21 e 32, sangrando-se os animais no

dia 35.

Os soros dos animais foram titulados através de ensaios de ELISA
indiretos, sendo também realizados testes de soroneutralizagéo. Os epitopos de

peptideos lineares identificados foram estudados em maior detalhe.

4.2 Sintese de peptideos em membrana — Spot synthesis

A sintese paralela de peptideos em membrana de celulose (Spot Synthesis)
foi desenvolvida visando a obtencdo de um grande numero de diferentes
peptideos de uma maneira extremamente eficaz. A utilizagdo de automagéo no
processo permite a redugcdo do tamanho dos spotfs, aumentando

consideravelmente o niumero dos mesmos por unidade de area.

Em relacdo as membranas, estas podem ser amino-PEGuiladas e
resistente a tratamento com acido forte, que tem que ser feito apdés a adicdo do
ultimo aminoacido. Anteriormente a incorporacao do primeiro aminoacido pode-se
utilizar um espacador correspondente a Fmoc-beta-alanina, propositalmente
aminoacido ndo natural, evitando interferéncias com blocos que sdo normalmente
presentes na proteina. Como a alta densidade de peptideos prejudica o
alongamento da cadeia a ser sintetizado, o que é mais critico para certas
sequéncias “dificeis”, e também para cadeias mais longas, utiliza-se uma mistura
de Fmoc-beta-alanina e N-acetil alanina (por exemplo, na proporgéo 1 para 9), que

€ bloqueada na porgdo aminoterminal. Caso seja necessaria a posterior
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solubilizagcado do peptideo, pode ser utilizado um link clivavel no lugar da Fmoc-

beta-alanina.

A cada ciclo de adicdo de aminoacido no aminogrupo livre, faz-se um
blogueio de eventuais aminogrupos que nao reagiram com o0 aminoacido no ciclo
subsequente através de processo de acetilacao (capping). Isso evita incorporagéo
de aminoacido nesse aminogrupo, o que acarretaria uma sequéncia incorreta.
Assim, sO6 ocorrem sequéncias truncadas (terminadas precocemente), e nao

seqliéncias incorretas.

Peptideos sobrepostos cobrindo toda a seqUéncia da TMVcp foram
montados sobre uma membrana de celulose (Abimed - Langenfield, Alemanha).
Seguiu-se o modelo descrito na introdugdo para a sobreposigédo dos aminoacidos
sintetizados. A membrana de celulose foi preparada de acordo com o protocolo
descrito por Laune et al. 2002. Os aminoacidos (Novabiochem) foram depositados
em volume minimo (0,6 ul) com auxilio de um micropipetador automatico (Abimed
Spot  Synthesis—ASP222, Langenfeld,  Alemanha), permitindo  obter
aproximadamente 100 nanomoles de peptideo por ponto. Inicialmente, a
membrana de celulose foi transformada em um suporte que contenha

grupamentos amino, para que os aminoacidos possam se ligar.

Isso é obtido pela esterificacdo de uma F-moc-BAla-OH as fungbes hidroxila
disponiveis na celulose. Além de tornar o suporte funcional, a adicdo de um
grupamento entre o suporte e o peptideo a ser sintetizado tem como objetivo

afastar o peptideo do suporte para conferir melhor estabilidade na ligacdo do
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peptideo a membrana. A sintese do peptideo iniciou-se sempre pelo C-terminal do
ultimo aminoacido da seqUéncia estabelecida. Apds desprotecédo do grupo ligado
ao Fmoc pela adi¢do de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF), as funcbes
aminas foram recuperadas e puderam entdo reagir com o aminoacido a ser
acoplado. A eficiéncia deste passo pode ser monitorada pela reagédo com o azul
de bromofenol, que apresenta coloracdo azul quando em contato com

grupamentos amino livres.

Os aminoacidos foram em seguida ativados por DIPC/HOBT
(diisopropilcarbodiimida / hidroxibenzotriazol) e depositados, sendo que estes
ativadores propiciam um rendimento de ligacéo variando de 74-87% por ciclo.
Para cada aminoacido foram realizados dois ciclos de acoplamento. As reagdes
de ligagado foram monitoradas por mudanga de coloragao dos spots, passando da
cor azul ao verde-amarelado devido a reacao de azul de bromofenol, denotando a
auséncia de aminas livres e, portanto, confirmando o acoplamento. As funcdes
NH2 livres ou que n&o reagiram foram acetiladas com anidrido acético 10% em
DMF a fim de evitar reagdes colaterais com os aminoacidos posteriormente
adicionados, gerando sequéncias erradas, ou outras ligagcdes indesejaveis. O
grupo protetor Fmoc do préximo aminoacido foi novamente eliminado em meio
basico pela piperidina e a ligacdo foi verificada pela coloragdo com azul de
bromofenol. Efetuaram-se lavagens da membrana com metanol e ap6s secagem
esta membrana foi posicionada no sintetizador para outro ciclo. O
acompanhamento se fez necessario durante todo o processo para verificar se a

sintese prosseguiu corretamente. Os procedimentos para o acoplamento de cada
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aminoacido sio realizados em média em 1 h e 15 min. Pelo método de SPOT, o
tamanho do peptideo sintetizado é limitado pelo rendimento, que é étimo até a
faixa de 15-20 aminoacidos. Ao final da sintese, os grupos laterais dos
aminoacidos foram desprotegidos pelo tratamento da membrana com &acido
trifluoracético (TFA) associado a diclorometano e ftrietilsilano. Como resultado, é
obtida uma membrana de celulose contendo os peptideos desejados

covalentemente ligados & ela em regides pré-determinadas.

A sintese dos peptideos iniciou-se sempre pelo C-terminal do ultimo
aminoacido das seqiiéncias estabelecidas para cada ponto. Apds a retirada do
grupo FMOC que se encontrava acoplado a fungdo amina do aminoacido pela
adicéo de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF), esta se tornou disponivel
para reacdo com o proximo aminoacido a ser acoplado. A eficiéncia deste passo
pode ser monitorada pela reacdo com o azul de bromofenol, que apresenta

coloragao azul quando em contato com grupamentos amina livres.

Os aminoacidos a serem acoplados foram ativados por DIPC/HOBT
(diisopropilcarbodiimida/hidroxibenzotriazol) e depositados sobre a membrana.
Para cada aminoacido foram realizados dois ciclos de acoplamento. As funcdes
NH2 que permaneceram livres apds o acoplamento foram acetiladas com anidrido
acético 10% em DMF, a fim de se evitar reag¢des colaterais com os aminoacidos

posteriormente adicionados.

O grupo protetor FMOC do aminoacido recém-acoplado foi novamente

eliminado em meio basico pela piperidina a 20%. A membrana foi lavada com
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metanol e, apds secagem desta, foi reposicionada no sintetizador para outro ciclo.
Os ciclos se sucederam desta forma até completar a sequéncia do peptideo

desejado.

Ao final da sintese, os grupos laterais protetores dos aminoacidos foram
retirados pelo tratamento da membrana com acido trifluoracético (TFA) associado

a diclorometano e trietilsilano.

421 Ensaio imunoenzimatico

As membranas contendo os peptideos sintéticos foram lavadas trés vezes
com tampao TBS pH 7.4 e entdo saturadas em solugéo contendo 1 ml de tampao
de bloqueio (coating buffer, Sigma) e 0,5 g de sacarose, em 20 ml de tampao
TBS-Tween 0,1%, overnight. Em seguida, a membrana foi lavada com o tamp&o
TBS-Tween 0,1% e incubada com o 15 (g do anticorpo monoclonal a ser testado,
diluido na mesma solug¢ao bloqueio, durante 1h e 30 min sob agitagcao constante.
Ap6s a incubagéo, a membrana foi lavada com TBS-Tween 0,01% por 10 min. A
partir deste momento, dois processos foram utilizados: a revelagdo com anticorpo
secundario ligado a fosfatase alcalina ou com anticorpo secundario ligado a

peroxidase.

4.2.2 Revelagao Fosfatase Alcalina

O anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina, diluido no tampao de
bloqueio, foi incubado com a membrana por 1h. Apds nova lavagem sob agitagcéo

de 10 minutos com TBS-Tween 0,1% e mais duas lavagens de também 10
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minutos cada, com CBS pH 7 sob agitacdo, foi adicionado o substrato contendo
MTT, BCIP e MgClI2 (Sigma). Vinte minutos depois, a reacdo foi parada com agua
destilada e os spots reativos foram detectados pelo método de colorimetria direta.
Para isto, a membrana foi fotografada e a intensidade da coloracao dos spots

foram quantificadas pelo software Totallab Quant.

4.2.3 Regeneragdao da membrana

Para reutilizagbes posteriores, as membranas foram submetidas a um
tratamento de regeneracéo. Primeiramente efeituou-se 3 lavagens de 10 minutos
cada com dimetilformamida (DMF), em seguida, mais 3 lavagens de 10 minutos
cada com reagente A (uréia 8M + 1% de SDS + 0.1% de 2-mercaptoetanol) e
finalmente outras 3 lavagens de 10 minutos cada com reagente B (etanol / agua /

acido acético nas proporgdes 50:40:10 vol/vol/vol).

Como controle, realizou o teste do conjugado, ou seja, apos o bloqueio
incubou-se a membrana com o cojugado. Realizou-se ainda a incubacédo da
membrana com o soro de camundongos imunizados com Parvovirus Suino.
Realizando em seguida nos dois casos a revelacdo de acordo com o protocolo

descrito acima.

Para o mapeamento de epitopos do virus do mosaico do tabaco (TMV),
foram obtidos soros de camundongos imunizados, feitos testes ELISA desses
soros, e a proteina capsidica esta sendo seqlienciada utilizando-se o RNA viral.
Isso possibilitara a sintese dos peptideos correspondentes exatamente a
sequUéncia dessa linhagem de TMV.

85



4.2.4 Obtencgao dos soros com anticorpos.

Camundongos da linhagem Balb-C foram inoculados em 5 grupos de
camundongos de 5 animais cada grupo, sendo que o0s soros obtidos
correspondem ao pool dos 5 animais de cada condicdo experimental que foi

submetido o TMV (nativo, 1 hora, -18, 1M e 4M):
- TMV nativo
-TMV incubado a pressdo de 250 MPa por 1 hora, T= 25 °C.
-TMV incubado a pressdo de 250 MPa por 1 hora, T=-18 °C.

-TMV incubado a pressdo de 250 MPa por 1 hora, T= 25 °C, com 1M de
uréia.
-TMV incubado a pressdo de 250 MPa por 1 hora, (T= 25 °C) com 4M de
uréia.
4.2.5 Testes ELISA dos soros obtidos

4.2.5.1 Obtencao de soros anti-TMV

Camundongos da linhagem Balb-C foram inoculados com TMV inativados por
alta pressao para obtencao de soros anti-TMV. Para cada amostra e tratamento
de inativagéo foram utilizados cinco camundongos fémeas, imunizados pela via
intraperitoneal. Um primeiro grupo foi inoculado com suspenséo viral pressurizada
a 250 MPa, temperatura controlada de 20 °C e tempo de incubacédo de 1 h. Um

segundo grupo foi inoculado com TMV pressurizado a 250 MPa, temperatura de -
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18 °C e tempo de incubagdo de 1 h. O terceiro grupo foi inoculado com TMV
pressurizado a 250 Mpa em combinacdo com uréia 1 M e temperatura de 20 °C
com tempo de incubagéo de 1 h. O quarto grupo foi inoculado com TMV com uréia
4 M e temperatura de 20 °C. Os esquemas de imunizacao estdo demonstrados no

quadro 2.

Quadro 2: Esquema de imunizacdo de camundongos com suspensdes

virais de TMV. Foram inoculados 5 animais por grupo, apés 8 horas de pressao.

Doses Dias Antigeno

1° dose 0 15 png + ACF*

2° dose 18° 10 pug + AIF**

3° dose 28° 10 ug + AIF

Booster 35° 15 ug + AIF
Sangria Branca 38° -39°

* Adjuvante Completo de Freund
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** Adjuvante Incompleto de Freund

4.2.5.2 Teste de ELISA anti-TMV nos soros de

camundongos

O pool dos soros de cada grupo de animais inoculados foi titulado por ensaios
de ELISA indireto para a determinagédo dos titulos de anticorpos anti-TMV, quer
para amostras homélogas, quer para amostras heterélogas, aqui denominadas de
reatividade cruzada. Placas de poliestireno de 96 orificios (MaxiSorp - Nunc™)
foram sensibilizadas com uma solugéo de 2 yg/mL de antigeno viral, ressuspenso
em tampao carbonato 0,05 M, pH 9,6, em volume de 100 pL/pogo, incubadas
overnight, a 4 °C. Entre as diferentes etapas do ensaio, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS-T (PBS em Tween 20, 0,05%). ApGs essa primeira etapa as
placas foram bloqueadas com 2% de leite em p6 desnatado (Molico®), dissolvido
em PBS (PBS-Molico) sendo re-incubadas por 60 min a 37 °C. Em seguida, os
soros controle (obtidos de animais ndo imunizados) e imunes diluidos em tamp&o
fosfato foram adicionados as placas, incubando-se a 37 °C durante 120 min.
Foram adicionados em cada pog¢o 100 uL do anticorpo anti-imunoglobulina de
camundongo conjugado com “horseradish peroxidase” (HRPO) na diluigdo
adequada, re-incubando-se a reacdo a 37 °C por 60 min. Apds lavagens, foi
adicionado o substrato-cromogeno (0,03% de H,O, e 0,4 mg % de Ortho-
Phenylenediamine (OPD) em tampao citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,0). As placas

foram incubadas por 30 a 60 min a 25 °C, protegidas da luz, interrompendo-se a
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reacdo pela adicdo de 50uL de solugdo de H,SO4 4N em cada pogo da placa,

sendo feita imediatamente a leitura das placas em Leitor de ELISA, a 492 nm.

4.2.5.3 Teste de ELISA anti-TMV Reatividade Cruzada:

Esquema

Quadro 3: Esquema de Teste de ELISA para a reatividade cruzada. O pool

de soro foi titulado para amostras heterélogas de antigeno viral.

Soro Anti TMV Antigeno Viral
A X AB,C,DeE
B X B,A,C,DeE
C X C,A,B,DeE
D X D,A,B,CeE
E X E,A,B,CeD
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4.3 Equipamento de alta pressao

O sistema utilizado consiste de um gerador de pressdo “HIP” que é
conectado a camara de pressao hidrostatica, modelo “ISS HP”. No interior da
camara colocou-se uma cubeta cilindrica de quartzo com volume de
aproximadamente 1,2 mL contendo a suspensado de TMV a ser submetida a alta
pressdo. Para evitar contato da amostra com o fluido que transmite a pressdo
(etanol), a cubeta foi selada com um tubo de polietileno cuja extremidade foi
fechada por aquecimento (Fig. 2C). Esse tubo colapsado permite a equalizacao da
pressdo entre o meio hidrostatico e a amostra dentro da cubeta, evitando ao
mesmo tempo a mistura dos liquidos. A cubeta foi fixada em uma base cilindrica
metalica para evitar o movimento desta no interior da bomba. A amostra
permaneceu sob temperatura controlada a 20 °C e -18 °C por meio de um banho-

maria ligado a cdmara de presséo.

4.3.1 Preparacao da suspensao viral para os ensaios com

alta pressao e temperatura

Em camara de fluxo laminar, 2 mL da suspenséo viral foram colocados em
cubeta de quartzo estéril. As cubetas foram fechadas com um tubo de polietileno
estéril selado com calor em uma das extremidades. Somente uma cubeta pode ser
pressurizada por vez, portanto, cada cubeta foi preparada no momento do uso e
imediatamente instalada no equipamento de alta pressao para incubacgédo pelo

tempo e presséo de estudo. As suspensodes virais, previamente tituladas com um
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titulo de 10*° TCIDsge,/1,0 mL. foram expostas as condigbes de pressao conforme
o0 quadro 1. Apés exposicao a alta pressao, as amostras foram trazidas a pressao
atmosférica. A mesma suspensao viral nao exposta a pressao foi utilizada como

controle. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.
4.4 Bioinformatica

As analises de similaridade das proteinas a serem modeladas foram
realizadas utilizando a ferramenta BLAST. O BLAST esta disponivel na internet e
€ composto por cinco programas: Protein-BLAST, Nucleotide-BLAST, BLASTX,
tBLASTn e o tBLASTp. Estes programas tém como funcgéo procurar similaridades
de sequéncia primarias de proteinas e nucleotideos. O Protein-BLAST,
empregado neste trabalho, utiliza a seqliéncia protéica fornecida pelo usuario para
fazer uma busca em banco de dados de proteinas por similaridade. Ele é

composto por trés algoritmos, o BLASTP, PSI-BLAST, PHI-BLAST.

O modelo 3D da TMVcp foi obtido através do banco de dados de proteinas
(PDB) registrado no codigo de acesso 3J06. O modelo molecular tridimensional da
TMVcp foi adaptado as condigcbes de mapeamento de epitopos através do
programa Molegro Virtual Docker evidenciando as sequencias de epitopos

reconhecidas experimentalmente na estrutura determinada.

Para identificar candidatos a epitopos nos peptideos de TMV para a
sintese, usamos a sequencia derivada dos experimentos com TMV em algoritmos
de computador separados; incialmente analisamos a sequencia com base nas

propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos que a compdem usando algoritmos

91



de andlise da area de superficie acessivel ao solvente (277), classificagao
hidrofébica e de antigenicidade dos componentes (147), processo de ubiquitinagéo
(278), Rede Neural Artificial (ANN; 9-mer peptideos apenas) (274), Afinidade
média relativa (ARB) (275), Método de Matrix estabilizada (SMM) (276). Os
algoritmos de ANN, ARB, e SMM foram usados com ou sem a influéncia de

previsdes imuno-proteossomal clivagem (267).

A sequéncia determinada experimentalmente foi avaliada através dos sites
de andlise de area de superficie acessivel e também do pacote incluido no
conjunto de softwares CLC Workbench 5.5, esta ferramenta permite a
interpretagcdo por aminoacido da probabilidade de exposigcdo ao solvente na
estrutura da proteina usada. Com o auxilio destes resultados foi possivel inferir
sobre regides expostas pelos tratamentos, em conjungdo com os algoritmos de
predicao de hidrofobicidade e antigenicidade que disponiveis online e no software
CLC Workbench. Brevemente, para pequenas janelas de peptideos de sete
peptideos sobrepostas até a cobertura completa da proteina, as carateristicas de
afinidade para a dada regido sao calculadas. Estas ferramentas consideram dados
sobre polaridade e hidrofobicidade em condigdes de transferéncia da proteina da
agua para alcool (escala de hidrofobicidade Kyte-Doolittle) e da agua para vacuo
(escala de antigenicidade de Hopp-Woods) para cada oligopeptideo gerado in

silicio.

Analisamos o potencial de interacdo com MHC de camundongos para

classe | (Kd, Dd e Ld) e MHC classe Il (IAd e IEd). Todos os algoritmos foram
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acessados via internet no iedb (www.immuneepitope.org) e ExPaSy

(www.expasy.org) . As pontuagdes para cada um dos algoritmos para todos os

peptideos foram alinhadas para comparar a ANN, ARB, SMM (com e sem
influéncia predicéo proteossomal). N6s desenvolvemos uma comparacao entre os
métodos de previsdo com os resultados de mapeamento pareando os resultados
obtidos pela previsdo com as intensidades de sinal obtidas pela quantificagdo das

membranas de spot synthesis dos dados experimentais.

Os mecanismos de mapeamento de epitopos de células B também foram
empregados. Algoritmos que langam mao da estrutura cristalografada da proteina
do capsideo do TMV empregaram o arquivo do banco de dados de proteinas
(PDB) 3J06 que reconstruiu a estrutura helicoidal deste virus. Desta forma,
combinando resultados de area de superficie acessivel com reconhecimento e
exposi¢gdo de aminoacidos na estrutura da proteina e classificando-a de acordo
com potenciais de afinidade para cada fragmento. Além disso algoritmos de
previsdo para epitopos continuos (lineares) ou descontinuos (conformacionais)
também foi realizada. Utilizou-se, portanto, os seguintes algoritmos: IEDB (229),

BepiPred (279), SEPPA (280).
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5 Resultados

5.1 Experimentos in silicio
5.1.1 Area de superficie acessivel da TMVcp

Usando os algoritmos de busca descritos obtivemos os seguintes
resultados de previsdo de caracteristicas bioquimicas para a sequéncia gerada
através do sequenciamento da proteina do capsideo do virus do mosaico do
tabaco. De acordo com o mecanismo utilizado scores séo gerados para cada
aminoacido da sequencia, valores representados em verde e sédo definidos como
expostos na superficie da proteina. Estes resultados estdo representados na

figura abaixo (figura 17).
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Figura 17: Area de superficie acessivel para a TMVcp. Sequencia completa da proteina individualizada por
aminoacidos com os respectivos scores de exposigdo (barras) e caracteristicas (verde — aminoacidos polares;

vermelho — aminoacidos acidos; azul — aminoacidos basicos; cinza — aminoacidos hidrofébicos).

As regides seguintes sao expostas segundo o algoritmo usado: residuos 1 a
6,12 e 13,26 e 27, 30 a 32, 34 a 37, 47, 55, 57,63, 70 e 71, 79, 83, 96 a 99, 101
e 102,121,124 e 125, 133 a 138, 144 a 147, e 150 a 153. Os demais aminoacidos
sdo representados nas figuras 17 a 22, que também trazem os resultados

individuais dos calculos para cada residuo da sequencia usada, informando, na
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ultima coluna, o veredicto do algoritmo sobre a exposi¢ao do aminoacido (o — out /

i — inside) além de probabilidades de interagdo com as regides expostas.
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Residue

SER
ILE
THR
THR
PRO
SER
GLN
PHE
VAL
PHE
LEU
SER
SER
ALA
TRP
ALA
ASP
PRO
ILE
GLU
LEUO
ILE
ASN
LEU
CYs
THR
ASN
ALA
LEU
GLY
ASN
GLN
PHE
GLN
THR
GLMN
GLN
ALRA
ARG
THR
VAL
VAL
GLN
ARG
GLN
PHE
SER
GLU
VAL
TRP
LYS
PRO
SER
PRO
GLN
VAL
THR
VAL
ARG

aminoacidos da sequencia da TMVcp (1 a 61) em termos de exposigao, polaridade e previsdao de exposigao.

Total

3 60.65
4 53.83
5 114.55
() 66.22
7 110.68
8 69.89
=] 7.26
10 102.27
11 68.51
12 22.57
12 14.921
14 60.91
15 54 .52
16 0.00
17 0.08
18 2.43
19 49.21
20 36.64
21 117.48
22 74.03
23 1.15
24 67.50
25 72.43
26 15.61
27 0.00
28 103.60
29 91.47
30 6.17
31 45.81
32 70.60
33 50.27
34 126.75
35 2.08
36 75.84
37 78.24
38 77.00
39 0.00
40 12.86
41 2.72
42 45 .66
43 g84.18
44 3.21
45 52.68
46 155.81
47 6l.42
48 1.03
49 54 .80
50 112.03
51 16.97
52 27.10
53 127.83
54 58.77
55 20.20
56 0.086
57 77 .78
58 77 .23
59 86.27
60 97.90
61 78.54

Apolar
38.39
31.28

78
41
100
43
0
107
68
22
8
58
24
o]

0

2

7
35
117
32
1

76
67

[s]
15

26
82

30

80
oo
84
33
10
50

3.21

0
72
23

o
19
36

83
36
os
34
83
90

16.70

16
83

o6
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o
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o6
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44,35

0.00

0.00

63.80

14.51

2.72
44 .31
78.64

3.21
52.68
150.03
60.90

0.34
24.18
105.68
13.84

126.12
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Figura 18 Resultados do algoritmo de previsdo para area de superficie acessivel. Disposi¢do dos
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PHE
PRO
ASP
SER
ASP
PHE
LYS
VAL
TYR
ARG
TYR
ASN
ALA
VAL
LEU
ASP
PRO
LEU
VAL
THR
ALA
LEU
LEU
GLY
ALA
PHE
ASP
THR
ARG
ASN
ARG
1LE
ILE
GLU
VAL
GLU
ASN
GLN
ALA
ASN
PRO
THR
THR
ALA
GLU
THR
LEU
ASP
ALA
THR
ARG
ARG
VAL
ASP
ASP
ALA
THR
VAL
ALA
ILE
ARG

1.43
41.76
115.15

22.23

82.06

28.06

51.48
10.80

106.43

145.32
15.53
160.80
99.09
29.90
126.56
72.25
66.43
56.40
167.64
91.49
101.09
59.88
74.60
104.32
T77.64
60.35
49.56
121.38

11.27
74.63
115.08
81.61
34.17
26.16
24.73

10.55
12.98
12.08

0.00
832.60

113.

11.
40.
47 .
36.
34.

[

w
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Figura 19: Resultados do algoritmo de previsdo para area de superficie acessivel. Disposicdo dos

aminoacidos da sequencia da TMVcp (62 a 122) em termos de exposicao, polaridade e previsdo de exposigéo.

SER 123 14.94 12.08 6.74 8.20 10.86 i
ALA 124 11.10 11.10 0.81 10.29 15.9 i
ILE 125 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 i
ASN 126 72.48 10.56 0.00 T72.48 63.4 o
ASN 127 65.73 9.77 7.11 58.63 51.3 o
LEU 128 0.28 0.28 0.00 0.28 0.2 i
ILE 129 36.39 36.26 0.13 36.26 24 .6
VAL 130 68.13 67.51 0.62 67.51 55.2 o
GLU 131 30.55 0.086 .06 30.49 21.6
LEU 132 11.70 1.82 10.80 0.90 0.6 i
ILE 133 119.98 102.87 24.27 95.71 65.0 o
ARG 134 164.80 78.90 28.31 136.49 69.8 o
GLY 135 51.63 26.75 51.63 0.00 59.2 o
THR 136 38.09 26.12 6.37 31.73 29.9
GLY 137 5.93 2.62 5.93 0.00 6.8 i
SER 138 35.82 17.57 10.33 25.49 32.9
TYR 139 31.13 17.76 4.07 27.06 14.0 i
ASN 140 53.73 16.42 0.23 53.49 46.8
ARG 141 47.48 10.80 0.94 46.54 23.8
SER 142 91.56 48.62 17.48 74.08 95.7 o
SER 143 45.41 30.086 6.62 38.79 50.1 o
PHE 144 0.00 0.00 c.00 0.00 0.0 i
GLU 145 29.37 g8.34 18.35 11.02 7.8 i
SER 146 82.32 27.85 30.22 52.09 67.3 (o]
SER 147 68.84 45.14 37.55 31.29 40.4
SER 148 24.12 9.56 24.07 0.06 0.1 i
GLY 149 43.33 32.67 43.33 0.00 49.7
LEU 150 1.48 0.03 1.48 0.00 0.0 i
VAL 151 103.786 93.75 14.31 89.45 73.1 o
TRP 152 166.46 148.29 11.48 154.98 69.0 (e}
THR 153 48.586 42.81 0.61 47 .95 45,2
SER 154 71.02 34.35 11.84 59.18 76.5 o
GLY 155 29.00 29.00 29.00 0.00 33.3
PRO 156 22.47 22.47 0.00 22.47 21.4
ALA 157 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 i
A 4 233.33 54.79 92.45 133.87
u 5 195.24 77.24 53.41 141.83
G [ 188.76 56.54 88.36 100.40
POLAR area/energy = 3579.02
APOLAR area/energy = 5433.24
UNKNOW area/energy = 0.00
Total area/energy = 9012.26
Number of surface atoms = 728
Number of buried atoms = 505

|
w
=

Number of atoms with ASP=0

Figura 20: Resultados do algoritmo de previsdo para area de superficie acessivel. Disposicdo dos

aminoacidos da sequencia da TMVcp (123 a 157) em termos de exposigao, polaridade e previsédo de exposigao.
Estes resultados sdo reavaliados na figura 21 através de um terceiro

algoritmo que inclui como resultados as probabilidades de interagdo para cada
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residuo na sequencia da proteina e através da estrutura em cristalografia
depositada no Protein Data Bank (figura 22), revelando na estrutura tridimensional
0s provaveis sitios expostos, bem como as possibilidades de interacao, marcadas

em gradacao vermelha.

> 3 62
SITTPSQFVFLSSAWADPIELINLCTNALGNQFQTOQQARTVVQROFSEVWKPSPOVTVREF
86 84 75 90 97 90 0 95 89 31 52 B0 57 0 0 O 22 35 83 51 0 86 93 36 0 93 83 0 40 51 12 23 0 23 22 22 21 1

30 40161511 017
10 10 10 10 10 10 0 10 10 1 7 10 8000 00 105010101 010100260000000000000O000O00

91
0001000010 1
> 63 122

PDSDFKVYRYNAVLDPLYTALLGAFDTRNRI IEVENQANPTTAETLDATRRVDDATVAIR

36 57 51 28 39 24 0 35 47 42 30 63 86 0 39 79 59 0 21 59 0 32 20 11 0 38 25 21 22 55 60 34 67 90 24 19 44 55 37 33 47 79 78 22 «

185000004201010001080080000000007719100035004101003801302000000000
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Figura 21: Residuos envolvidos em interagées na superficie da proteina TMVcp. Resultados do algoritmo
de predicdo SPPIDER II. Primeira linha: numeragdo dos residuos, segunda linha: sequéncia da TMVcp, terceira

linha: probabilidade média para cada residuo ser um sitio de interagdo, quarta linha: nimero de redes neurais com

resultado positivo para o sitio de interagao.

Variable Average Conserved

Figura 22: Esquerda: Area de superficie acessivel mapeada na estrutura cristalografica 3J06 do PDB para

a TMVcp, residuos marcados em vermelho mapeiam para pontos de interagdo. site http://sppider.cchmc.org/.

Direita: Representagéo classificativa da conservagdo na estrutura 3J06 apés alinhamento multiplo e analise por
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homologias. As cores representam graus de conservagado, azul escuro: maior variagdo e roxo escuro: maior

conservagao encontrada pelos alinhamentos gerados pelo site http://consurf.tau.ac.il .

51.2 Ubiquitinagdao da TMVcp

Seguindo os passos de processamento antigénico na sequencia de
apresentacgéo via MHC classe |, foram geradas previsdes sobre os possiveis sitios
de ubiquitinacdo na TMVcp, também com algoritmos que reconhecem lisinas
passiveis de marcacao para degradacgao via proteassomo. Estes resultados s&o
demonstrados abaixo na figura 23. Dois algoritmos nado encontraram lisinas com
scores indicativos de ubiquitinagdo e o terceiro algoritmo empregado reconheceu,

na posigao 54, uma lisina com baixa probabilidade de marcacao para degradacao.

BDM=-PUB: Prediction of Ubiquitination sites with Bayesian Discriminant Method

Go back to BDM-PUB prediction page
Predicted Ubiquitination sites:

Peptide Position Score Threshold

ROFSEVWEPSERPOVT 4 0.5%% 0.3
RQFSEVHKP! Qv 54 0.52 o

Figura 23: Previsdo de ubiquitinacdo pelo método probabilistico bayesiano.

No grafico a seguir, do segundo algoritmo usado, representa-se as lisinas
com os resultados de previsdo de ubiquitinacdo na sequencia completa. Neste
resultado & possivel visualizar as posi¢cbes 54 e 70 com seus respectivos scores

de ubiquitinagao, abaixo dos limites de decisao.
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CKSAAP_UbSite:the result of prediction
8,15 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

prediction score

-8.1 F -
a

lou confidence
pighlcoqfidgnce!

-8.15 ) L " L " ) L " L " " L L L
B 186 20 36 48 50 68 70 B8O 90 160 110 126 136 146 150 160 170 186 198 200

sequence position

Figura 24: Previsao de ubiquitinagao de lisinas pelo algoritmo CKSAAP.

51.3 Antigenicidade e Hidrofobicidade da TMVcp

As previsdes de hidrofobicidade e antigenicidade pelos algoritmos de Kyte-
Doolittle e Hopp-Woods explicam, de acordo com a sequencia inserida nos
modelos, quais regides interagem melhor com os solventes. A figura 25 representa

estes resultados.
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Figura 25: Hidrofobicidade e antigenicidade (Kyte-Doolittle acima e Hopp-Woods abaixo) para a TMVcp.

Segundo o algoritmo de Hopp-Woods, as regides com maior probabilidade
de antigenicidade estao contidas nos intervalos entre os residuos 20 a 30, 40 a 70,
85 a 125 e 130 a 150. O algoritmo de Kyte-Doolittle retorna que as regides
marcadamente hidrofilicas estao contidas nos intervalos de 30 a 70, 90 a 120 e de

135 a 145. Observam-se também variagbes internas nestes intervalos.

A figura 26 representa a conjugacao das informagdes geradas por estes
algoritmos para as caracteristicas bioquimicas previstas para a proteina, alinhadas
a sequencia para melhor visualizagdo dos dados, apresentando dados sobre a
estrutura secundaria acima da sequencia, polaridade dos aminoacidos classificada
individualmente em cores, seguida dos algoritmos de previsdo para
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hidrofobicidade, antigenicidade, probabilidade de exposi¢do na superficie externa

da proteina e também flexibilidade da cadeia para estas regibes.
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]
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|
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Figura 26: Representacdo esquematica da TMVcp gerada pelo programa CLC Workbench alinhando os
algoritmos de previsdao de hidrofobicidade (kyte-doolittle), antigenicidade (Hopp-Woods), hidrofobicidade
(Kolaskar-Tongaonkar), probabilidade de exposigdo na superficie (Surface probability) e flexibilidade de cadeia
(Chain flexibility) com a estrutura secundaria e polaridade dos aminoacidos.

Observa-se aqui que os primeiros vinte aminoacidos da proteina estédo
inseridos em uma regido que organiza-se em uma folha beta, além de ter baixa
probabilidade de exposicéo e flexibilidade restrita as regides que antecedem esta
estrutura e nas regidbes que a sucedem, observa-se também baixa probabilidade

de exposicdo na superficie dos residuos que estdo contidos na regido da folha
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beta e residuos subsequentes, em contraste com os residuos que sao sintetizados

antes desta conformacao secundaria.

A regido seguinte, contida entre os residuos 20 a 60, possui uma alfa-hélice
com maior hidrofilicidade e antigenicidade; composta por aminoacidos polares em
sua grande maioria. E uma regido que tem maior probabilidade de exposicdo na
superficie, além de maior flexibilidade da cadeia, por conta da estrutura

secundaria formada e também das forgas de interacdo internas por ela geradas.

Entre os residuos 61 a 80, observam-se duas folhas beta (60 — 64, 70 — 75)
bem definidas e poucos aminoacidos polares. Nestas condi¢cdes, esta regido
apresenta valores menores de hidrofilicidade e antigenicidade se comparadas as
regides anteriores, além de menores probabilidades de exposi¢cao na superficie da

proteina e restricdo em flexibilidade da cadeia.

A regido entre os residuos 81 a 100 possui duas alfa-hélices, a alta
hidrofobicidade na regido da primeira alfa hélice (81 a 90) que reflete em previsao
de baixa antigenicidade para este fragmento bem como baixa probabilidade de
exposicdo e flexibilidade da cadeia pode ser explicada pela composi¢cdo de
aminoacidos deste fragmento, como observado na coloracdo da sequencia. Isto
ndo € observado no fragmento seguinte (91 a 100) que possui aminoacidos
polares em sua composicdo tem menores indices de hidrofobicidade com
consequente aumento em antigenicidade da regiao bem como maior probabilidade

de exposicao e flexibilidade para os aminoacidos citados, internos a essa regido
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também encontra-se aminoacidos apolares que respondem pelas variagcbes em

exposicao e flexibilidades relatadas para o fragmento na figura 26.

A regido compreendida entre os aminoacidos 101 a 135 possui
aminoacidos polares nas porc¢des iniciais (101 a 120) que alteram o perfil de
hidrofobicidade e antigenicidade do fragmento, juntamente com a conformacio em
alfa hélice observa-se maior probabilidade de exposicdo destes aminoacidos
iniciais em comparagdo com a por¢do final desta regido em analise, onde os
valores de previsdo de exposicéo e flexibilidade diminuem acentuadamente com

consequente aumento em hidrofobicidade e diminui¢do de antigenicidade.

A ultima regido analisada entre os residuos 136 a 159 possui menores
indices de hidrofobicidade em consonancia com residuos polares nas posicdes
iniciais deste fragmento com altas probabilidades de exposicdo e flexibilidade,
resultados que sao alterados na regido C-terminal da proteina com a presenca de

uma folha beta e aumentos de hidrofobicidade e redugcao em antigenicidade.

5.2 Imunoinformatica

521 MHC classe |

5.2.1.1  Previsao de clivagem por proteassomo da TMVcp

Utilizando algoritmos de previs&o de clivagem por proteassomo com base
em modelos de SMM obteve-se os seguintes resultados para a sequencia da
TMVcp, representados na figura 27, com dados por aminoacido plotados em

termos de intensidade de clivagem por posicao na sequencia.
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Figura 27: Previsao de clivagens na TMVcp pelo proteassomo segundo o algoritmo PAProc.

A susceptibilidade a clivagem por proteassomo da TMVcp foi avaliada
usando o algoritmo definido por Nielsen (281) e da ferramenta de previsdo para a
clivagem, que emprega dois algoritmos diferentes de previsdo de clivagens via
proteosomo e immunoproteasomo. Varias regides produziram contagens elevadas
com estes métodos, o que indica a presenca de locais que eram potencialmente
disponiveis para a clivagem. As figuras 27 e 28 mostram as previsdes de clivagem

por proteassomo via IEDB e PAProC (NN e SVM, respectivamente).

Considerando o algoritmo seguinte, que avalia a sequencia em termos de
oligopeptideos com tamanhos customizaveis para a andlise por redes neurais,
empregou-se na predicdo oligopeptideos com nove aminoacidos em
sobreposicao. O grafico gerado para estes resultados relaciona probabilidades de
clivagem no eixo das ordenadas por fragmentos de nove peptideos por ponto do

eixo das abcissas.
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Figura 28: Previsdo de clivagens na TMVcp pelo proteassomo segundo o algoritmo disponibilizado pelo
IEDB.

Com esta condigdo aplicada a sequencia observou-se grande numero de
clivagens possiveis na TMVcp. Diferentes intensidades de clivagem relacionam-se
com dados gerados anteriormente mencionados sobre exposic&o, acessibilidade
ao solvente, graus de hidrofilicidade especificas para as regides distintas da
proteina. Observa-se aqui maior probabilidade de clivagem nas regides de maior
acessibilidade, menor hidrofobicidade e maior flexibilidade da cadeia para
reconhecimento e clivagem pelas enzimas proteoliticas virtuais. As regides com
menor score de clivagem concordam com regides de menor exposi¢ao e maior

hidrofobicidade.

Dados para a previsdo destas clivagens, em termos de scores sé&o
representados na tabela 1 do anexo Il. A tabela 1 também apresenta os dados de
previsdo para condigbes de clivagem via proteassomo, disponiveis nas

ferramentas de predigao do site IEDB.
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5.2.2 Afinidade de ligagao ao transportador TAP

A afinidade de ligacao TAP foi avaliada com os algoritmos IEDB e da TAP
Hunter e TAP Pred. Como mostrado nas figuras 29 a 31, varias regides foram
consideradas adequadas para a ligacdo em termos de afinidade. As regides que
apresentaram valores elevados, mas nao se correlacionaram com 0s previstos
pontos de clivagem proteossomal e com 0s nossos resultados experimentais nao
foram consideradas. O método iedb revelou uma paisagem semelhante a da
quantificacdo na membrana e foram identificados dois picos que se
correlacionaram com o0s nossos resultados experimentais. Os residuos de
aminoacidos 20-35, 47-58, 77-84 e 94-104 tiveram as maiores pontuacdes e foram
possivelmente associadas ao transportador TAP; estas regides também foram
identificadas no mapeamento de epitopos. O algoritmo de predicdo TAP Hunter
também identificou quatro grandes regides da sequéncia que sdo comparaveis
aos nossos resultados experimentais sobrepunham com os resultados da predicao
IEDB. As regides identificadas por estes métodos também devem ter afinidades de
ligacado elevadas para receptores de MHC de classe |, a fim de ser eficiente

exposta nas células normais.

109



Support Vector Machine TAP binding prediction for the TMVcp
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Figura 29: Previsdo de afinidades de ligagdo ao transportador TAP para a TMVcp segundo o algoritmo

disponibilizado pelo IEDB.

TAP Hunter binding prediction results for the TMVcp

TAP Hunter Score

Figura 30: Previsdao de afinidades de ligagdo ao transportador TAP para a TMVcp segundo o algoritmo

disponibilizado pelo TAP hunter.
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Figura 31: Previsao de afinidades de ligagdo ao transportador TAP para a TMVcp segundo o algoritmo

disponibilizado pelo TAP Pred.

523 Previsao de afinidade de ligagdo para MHC classe |

Através da previsdo de afinidades para o MHC expresso pelo alelo H2-Dd
obteve-se o grafico da figura 32 que ilustra os valores de ligacao para cada
nonamero, que por sua vez sao gerados por sobreposi¢cdo das sequencias com
adicdo de um residuo ao final da cadeia e exclusdo também de um residuo no
inicio da cadeia por ponto do grafico. Com este resultado observa-se maior
afinidade, valores mais proximos de zero, pelos nonameros gerados a partir do
inicio da sequencia, correspondendo aos fragmentos 1 — 10 até 5 — 14, outra
observacdo de aumento de afinidade € encontrada para os nonameros das
posicoes 15 — 24 e 60 — 69, além disto a regido terminal da proteina também

apresentou maior afinidade em relagdo as demais nos fragmentos 120 — 133.
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Figura 32: Previsao de afinidades de ligagdo ao MHC classe | do alelo Balb/C Dd para a TMVcp segundo o
algoritmo disponibilizado pelo IEDB.

Os resultados obtidos para o alelo Kd (figura 33) mostraram diferentes
afinidades para os nonameros gerados em comparagao com o alelo descrito
acima. Como se observa na figura abaixo, as regiées mais centrais no entorno dos
nonémeros 73 — 81 tiveram afinidades muito altas em relagédo as demais testadas.
Outras regides com alta afinidade pelo MHC classe | deste alelo foram

observadas nas regides iniciais e finais da proteina. Para os nonameros
contidos entre os residuos 3 — 20 e para os contidos entre 110 — 125 o algoritmo

reconheceu maiores afinidades de ligagéo.
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Figura 33: Previsao de afinidades de ligagdo ao MHC classe | do alelo Balb/C Kd para a TMVcp segundo o

algoritmo disponibilizado pelo IEDB.

O alelo Ld quando testado para afinidades pelo algoritmo do IEDB retornou
valores de afinidade de ligagdo menores que os obtidos para os outros dois alelos
em média. Exce¢des foram registradas para as regides com nonameros gerados

entre os residuos 50 — 68 (figura 34).

TMVcp Artificial Neural Network Prediction of mice MHC class | binding affinities (allele H2-Ld)
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Figura 34: Previsao de afinidades de ligagdo ao MHC classe | do alelo Balb/C Ld para a TMVcp segundo o

algoritmo disponibilizado pelo IEDB
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A Figura 35 mostra os resultados combinados para a analise dos alelos Dd,
Ld e Kd através da base IEDB para MHC de classe | de camundongos Balb / c.
Estes resultados refletem a afinidade do peptideo para o complexo MHC com
base nas previsbes da base de dados. Em todas as trés previsdes realizadas
observa-se uma regido que abrange os residuos 3-16 como tendo uma afinidade
elevada. A afinidade da regido que incluia os residuos 60-90 variaram entre as
trés previsbes, mas foi mais elevada no alelo Kd, sugerindo preferencia da
molécula de MHC gerada por este alelo pelos fragmentos gerados para a TMVcp
nesta regido. As pontuacdes para alelos Dd e Kd nesta regido eram semelhantes
enquanto que a do alelo Ld foi menor, com todos os trés alelos mostrando
diferentes afinidades de ligagdo. A pontuagdo maxima para a predigdo H2Dd (82-
89) foi de -0,4 para -0,2 comparagéo para a regido de residuos 71-77 Kd e -0,03
para a predicdo Ld a regido de residuos 79-86. Dos trés alelos apenas Ld foi
capaz de se ligar virtualmente peptideos da regido que abrange os residuos 103-
110. As regides terminais TMVcp tinha regides de ligagdo semelhantes embora
tenha havido uma diminuicdo progressiva das afinidades de ligacao dos alelos Dd,
Ld e Kd. As maiores diferengcas de pontos de afinidade para os nonémeros
gerados para a TMVcp foram registrados para alelos H2-Kd e H2-Ld. H2-Dd, que
tinham pontuagdes menores quando comparados com o0s outros alelos e nao
coincidem com as pontuagdes mais altas de ligacdo quando os resultados dos trés

métodos foram combinados com as contagens totais (figura 35).
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Figura 35: Resultados combinados (clivagem por proteassomo, afinidade por TAP, afinidade por MHC)
para os alelos disponibilizados pelo site do IEDB em contraste com o grafico de intensidade de sinal do

mapeamento da forma nativa no inset.

524 Previsao de afinidade de ligagcdo a MHC classe Il

As previsdes de epitopo para MHC de classe |l fornecidas pelo iedb e CBS /
Expasy servidores foram utilizados para analisar as respostas possiveis de
macrofagos e células dendriticas, a um desafio com TMVcp. A figura 36 mostra os
resultados para a predicdo de cada alelo (IAd e IEd) em camundongos Balb / ¢c. O
alelo lad reconheceu quatro longas regides como ligantes possiveis para o MHC
de classe |l, estas regides também foram detectadas nas nossas experiéncias
camundongos Balb / ¢ imunizados com TMVcp, o que indica que foram
importantes em macrofagos e linfocitos T e B e na modulagao destas interagdes. A
fenda de ligacdo do MHC de classe Il permite a interagdo de peptideos de grande
comprimento, até mesmo proteinas completas, desde que o limite de tamanho de
9-15 aminoacidos seja respeitada (282); (283). Interacdo entre as células de

antigenos de processamento (APC) e linfécitos T leva a proliferagéo celular rapida
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e de sinalizacdo celular, como parte da resposta imune. O T CD4 e subsequente
comunicacédo de célula B, que modula a producéo de anticorpos e de memoéria
segue regras estritas (284, 285), e o resultado final é a ligacdo da proteina
processada pela fusdo endossomo-lisossomo ao complexo MHC de classe I, via
CLIP. Como mostrado aqui, as previsdes in silicio e os dados experimentais
produziram resultados coerentes para a ligacdo da IgG para epitopos da
membrana e pontua¢des mais altas para as regides correspondentes na predigéo
alelo IAd. Estes achados sugerem que ha uma diferenca nas afinidades de ligagéo

dos alelos IAD e IED em duas regides (residuos 30-70 e 105-115).

TMVecp SMM-align prediction of mice MHC class |l binding affinities (allele H2-1Ad)

SMM-align scores

Starting aminoacid position

Figura 36: Previsao de afinidades de ligagdo ao MHC classe Il do alelo Balb/C IAd para a TMVcp segundo o
algoritmo disponibilizado pelo IEDB
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Figura 37 Previsao de afinidades de ligagdo ao MHC classe Il do alelo Balb/C IEd para a TMVcp segundo o
algoritmo disponibilizado pelo IEDB

A consideracao sobre quais sitios s&o passiveis de clivagens pelas enzimas
relacionadas ao processamento antigénico para MHC classe Il levou a analise da
sequencia da TMVcp frente os padrdes de reconhecimento das enzimas em
softwares disponiveis online. Estes resultados sdo apresentados na figura 38.
Observa-se para a enzima proteinase K clivagens regulares ao longo da proteina
viral. O sitio de clivagem predominante desta enzima é a ligacdo peptidica
adjacente a grupos carboxilos alifaticos e aromaticos dos residuos em sequencia.
E comumente utilizada por conta de sua ampla especificidade. Glutamil
aminopeptidase € uma aminopeptidase dependente de zinco ligada a membrana
que catalisa a clivagem de residuos de glutamato e aspartato da extremidade N-
terminal dos polipeptideos. Tripsina cliva cadeias peptidicas, principalmente no
lado carboxilico dos aminoacidos lisina ou arginina, exceto quando um ou outro &
seguido por prolina. As correspondentes clivagens destas enzimas na TMVcp séo

representadas na figura 38 abaixo.
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Glutamd 7 23519698 107 132 146

endopeptidase
356711121314171819222324252729313236384143444549
Probairiass i a7 5152535960616368707173757677 80818283 848587889094 95
96 97 98 101 104 105 106 107 108 109 111 112 115 118 119 120 121 122 125
126 129 130 131 132 133 134 137 140 145 146 151 152 153 154 158 159
Trypsin 13 4247 54 621697291 93 113 114 123 135 142

Figura 38: Previsdo de clivagens para as enzimas endossomais de processamento MHC classe Il com
sitios de clivagem mapeados disponibilizadas no servidor de previsdo ExPaSy testadas para a TMVcp.

525 Previsao de epitopos lineares em células B

O software BEpiPred no médulo de previséo de epitopos lineares identificou
seis regides com valores positivos, que correspondem a previsdes positivas (figura
39). Algumas destas regides foram também detectadas pela Spot Synthesis, por
exemplo, as regides formadas pelos residuos 50-75, 100-115 e 140-155. Este
método encontra epitopos lineares baseados na sequéncia de proteina TMVcp
contrastando esta sequencia com o banco de dados de reconhecimento
experimental nesta modalidade juntamente com o algoritmo probabilistico de
previsdo. Com base nos resultados fornecidos por este método, a primeira
sequéncia de oito residuos (3-10; SITTPSQF) correspondem aos primeiro e
segundo spots da primeira linha, o segundo epitopo linear identificado possui 24
residuos (89-112; TRNRIIEVENQANPTTAETLDATR) que correspondem aos
spots 2-9 da segunda linha, embora apenas os spots 5 — 9 foram
experimentalmente detectados (Figura 1B). O terceiro epitopo linear identificado
possui 12 residuos (146-157; SSGLVWTSSPA) e corresponde aos spots 22-25,

dos quais apenas os spots 22 — 24 foram detectados experimentalmente.
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Figura 39: Previsdo de reconhecimento e afinidades de epitopos para células B para a sequencia da

TMVcp.

A sequéncia TMVcp foi posteriormente mapeada para epitopos
descontinuos usando os algotimos EpiPred e IEDB, com a estrutura cristalizada
3J06 da TMVcp como query. A figura 40 mostra a vista anterior (& esquerda) e
posterior (direita) da proteina, resultados positivos sdo apresentados em cores
gradativas (azul para vermelho) de acordo com as previsdes (BepiPred) (painel A)
ou em amarelo nos resultados de previsdo pelo algoritmo do IEDB (painel B).
Ambos os métodos apresentaram resultados semelhantes. Oito residuos (7, 37,
39, 43, 47, 50, 134, 147) tém pontos de interacdo unica e de trés regides (63-66,

90-106, 140-143), foram também previstos como descontinuas.
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Figura 40: Previsdes de epitopos descontinuos via BepiPRED e IEDB em células B para o arquivo 3J06 do
Protein Data Bank. Epitopos previstos pelo BepiPRED na TMVcp sdo indicados em cores (azul: probabilidade de

ligagdo baixa; vermelha: alta probabilidade de ligacao).
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5.3 Resultados experimentais

5.3.1 ELISA

Os testes de deteccao dos anticorpos gerados para a TMVcp estédo
demonstrados na figura 41. Observa-se variagao similar entre os resultados de
diluicdes seriadas dos soros quando testados contra a proteina do capsideo do
TMV. Todos os soros reconheceram a proteina do TMV e mantiveram o perfil de
identificagdo mesmo com os diferentes tratamentos realizados. Em experimentos
de identificacdo de sensibilidade dos anticorpos frente os diferentes tratamentos
observa-se menor sensibilidade nas diluicdes seriadas deste experimento para a
TMVcp tratada sob pressdo de 250 MPa, cujos indices foram significativamente
menores quando comparados ao controle e aos demais testes.de alta pressao. A
maior sensibilidade aos anticorpos foi observada para o tratamento com uréia
seguido da combinacdo de tratamentos HHP e uréia 1 M, cujos resultados de
sensibilidade aproximam-se dos resultados para a forma nativa da proteina
(controle). Em termos de sensibilidade para o teste realizado o tratamento presséo
e baixa temperatura comportou-se de forma analaga a observada para o

tratamento pressao e uréia, com menor sensibilidade, entretanto.

Os resultados para sensibilidade cruzada avaliou o potencial
reconhecimento dos anticorpos gerados para um tratamento em contraste com os
demais tratamentos, estes resultados s&o apresentados na figura 42. Observou-se
para este experimento que, apesar dos tratamentos alterarem significativamente o

perfil de exposicdo de epitopos, o reconhecimento de determinantes antigénicos
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manteve-se inalterado neste teste. Pequenas variagdes nas detec¢des podem ser

atribuidas a método, sem comprometer a premissa.

Antisoro

Figura 41: Resultado para testes de diluicdo seriada de anticorpos em ELISA para a TMVcp nas formas

nativa e pos tratamentos.
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Figura 42: Resultado para testes de sensibilidade cruzada de anticorpos em ELISA para a TMVcp nas

formas nativa e pos tratamentos.

54 Mapeamento de epitopos

Para o mapeamento de epitopos por sintese paralela em membrana
utilizou-se o modelo representado pela figura 43 para organizacdo dos
pentadecapetideos na membrana utilizada na sintese. Cada spot representa,
portanto, uma regido de sintese de pentadecapeptideos, estendendo
progressivamente para os demais spots a medida que as sobreposi¢cdes nos
pentadecapeptideos sao feitas pelo processo automatizado. Cada soro gerado e

analisado pelos experimentos anteriores foi colocado em contato com esta
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membrana e o procedimento gerou, ao final do experimento, um sinal quantificado
por digitalizacdo pixelada delimitada por campos pelo programa Totallab Quant,
modulo spot array. A figura 44 mostra os resultados apés revelacdo com fosfatase
alcalina dos spots reconhecidos pelos anticorpos gerados com a forma nativa da
TMVcp em contraste com o controle negativo, que interagiu com anticorpos
derivados da imunizagdo dos camundongos com parvovirus suino. Na figura 45 a
quantificacdo da intensidade de sinal do mapeamento da forma nativa foi
contrastada com os relatos da literatura para a TMVcp. A figura 46 exibe uma

composigéo dos resultados de mapeamento para cada tratamento.
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Figura 43: Esquema de localizagées peptidicas na membrana. Os pentadecaptides correspondentes sao

apresentados na Figura 45

O mapeamento de epitopos da forma nativa revelou diferengas
significativas entre os resultados da literatura, principalmente para as regides
iniciais da proteina. Observa-se nos resultados, a auséncia de sinal nos
pentadecapeptideos iniciais. O reconhecimento dos anticorpos do soro de
camundongos imunizados com a proteina em sua forma nativa € observado para
os spots A11 a A16, que correspondem as posi¢cdes 31 a 60, A20 a A23, que
correspondem as posicdes 58 a 81, B5 a B8, que correspondem as posi¢cbes 88 a

111, B17 a B18, que correspondem as posicbes 121 a 138 e B21 a B25, que
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correspondem as posicoes 133 a 159. Estes resultados s&o melhor visualizados

na figura 45.
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Figura 44: Reatividade dos peptideos sintetizados em membrana contra de soro de camundongos
imunizados com parvovirus suino (A, controle negativo), em comparagdao com o soro de camundongos imunizados
com TMV nativo (B). Os peptideos foram geradas a partir da sequéncia TMVcp em membranas de celulose. Apds a
incubagdo com soro, as membranas foram scaneadas e digitalizadas para quantificagdo dos spots.

A tabela 1 do anexo Il apresenta estes resultados novamente, incluindo as
posicoes dos pentadecapeptideos e juntamente com as interpretacdes das

quantificagdes densitométricas.
5.5 Mapeamento dos tratamentos da TMVcp

As figuras 47 a 50 representam as quantificagbes, plotadas em graficos de
intensidade por spot mensurado digitalmente, nos tratamentos empregados neste
trabalho. Observa-se grande variagdo no reconhecimento de epitopos de acordo
com o soro dos camundongos imunizados que foi analisado. A figura 29
representa a quantificacao dos spots apods interagdo com soro gerado apartir da
imunizacdo com a forma nativa da TMVcp. Encontramos cinco regides fortemente
reativas: A10-A16 (residuos 28-60), A20-A23 (residuos 58-81), B7-B4 (residuos

85-108), B16-B17 (residuos 121-138) e B20-B24 (residuos 133-159), e duas
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regides mais fracas ou menos reativas: A4-A7 (residuos 10-33) e A25-B1

(residuos 73-90). As regides de ligagao fortes correspondem a a-hélices.

A1 MSYSITTPSQFVFLS || MSYSITTPSQFVFLS
A2 SITTPSQFVFLSSAW|| SITTPSQFVFLSSAW
A3 TPSQFVFLSSAWADP|| TPSQFVFLSSAWADP
A4 QFVFLSSAWADPIEL || QFVFLSSAWADPIEL
A5 FLSSAWADPIELINL || FLSSAWADPIELINL
A6 SAWADPIELINLCTN|| SAWADPIELINLCTN
A7 ADPIELINLCTNALG | | ADPIELINLCTNALG
A8 IELINLCTNALGNGF| | IELINLCTNALGNQF
A9 INLCTNALGNQFQTQ]| INLCTNALGNQFQTQ
A10 CTNALGNQFQTQQAR|] CTNALGNQFQTQQAR
A1l ALGNQFQTQQARTWV| ] ALGNQFQTQQARTVV
A12 NQFQTQQARTVVQRQ NQFQTQQARTVVQRQ
A13 QTQQARTVVQRQFSE QTQQARTVVQRQFSE
A14 QARTVVQRQFSEVWK ] QARTVVQRQFSEVWK
A15 TVVQRQFSEVWKPSP TVVQRQFSEVWKPSP
A16 QRQFSEVWKPSPPQV ] QRQFSEVWKPSPPQV
A17  FSEVWKPSPPQVTVR|| FSEVWKPSPPQVTVR
A17  VWKPSPPQVTVRFPD|| VWKPSPPQVTVRFPD
A19  PSPPQVTVRFPDSDF|| PSPPQVTVRFPDSDF
A20 PQVTVRFPDSDFKVY| ] PQVTVRFPDSDFKVY
A21  TVRFPDSDFKVYRYN| ] TVRFPDSDFKVYRYN
A22 FPDSDFKVYRYNAVL| ] FPDSDFKVYRYNAVL
A23 SDFKVYRYNAVLDPL ] SDFKVYRYNAVLDPL
A24 KVYRYNAVLDPLVTA|| KVYRYNAVLDPLVTA
A25 RYNAVLDPLVTALLG| ] RYNAVLDPLVTALLG
B1  AVLDPLVTALLGAFD| ] AVLDPLVTALLGAFD
B3  DPLVTALLGAFDTRN DPLVTALLGAFDTRN
B4 VTALLGAFDTRNRII VTALLGAFDTRNRII
B5 LLGAFDTRNRIIEVE LLGAFDTRNRIIEVE
B6 AFDTRNRIIEVENQA AFDTRNRIIEVENQA
B7 TRNRIIEVENQANPT TRNRIIEVENQANPT
B8 RIEVENQANPTTAE RIEVENQANPTTAE
B9  EVENQANPTTAETLD EVENQANPTTAETLD
B10 NQANPTTAETLDATR NQANPTTAETLDATR
B11 NPTTAETLDATRRVD NPTTAETLDATRRVD
B12 TAETLDATRRVDATV TAETLDATRRVDATV
B13  TLDATRRVDATVAIR TLDATRRVDATVAIR
B14  ATRRVDATVAIRSAI ATRRVDATVAIRSAI
B15  RVDATVAIRSAINNL RVDATVAIRSAINNL
B16 ATVAIRSAINNLIVE ATVAIRSAINNLIVE
B17 AIRSAINNLIVELIR AIRSAINNLIVELIR
B18  SAINNLIVELIRGTG| SAINNLIVELIRGTG
B19  NNLIVELIRGTGSYN NNLIVELIRGTGSYN
B20  IVELIRGTGSYNRSS IVELIRGTGSYNRSS
B21 LIRGTGSYNRSSFES LIRGTGSYNRSSFES
B22 GTGSYNRSSFESSSG GTGSYNRSSFESSSG
B23 SYNRSSFESSSGLVW SYNRSSFESSSGLVW
B24 RSSFESSSGLVWTSS RSSFESSSGLVWISS
B25 FESSSGLVWTSSPAT FESSSGLVWTSSPAT
I Il I Il I J
2 6
4 (1 (A.U.)

Figura 45: Resultados do mapeamento de epitopos, com base na Figura 43, expressa como a intensidade
local em AU (unidades arbitrarias). O comprimento das colunas reflete o grau de imunorreatividade (intensidade
local, tal como quantificado com TotalLab Software Quant e corrigido para o controle). Os pentadecapeptides
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correspondentes sao listados a esquerda e a direita. A aminoacidos sublinhados na direita indicam epitopos

identificados em relatérios anteriores (30, 87, 286).
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Figura 46: Membranas tratadas com os soros dos camundongos imunizados com os tratamentos da

TMVcp listados a esquerda de cada membrana.
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Figura 47: Comparag&o do mapeamento da forma nativa versus o tratamento com alta presso
Em comparacdo ao mapeamento da forma nativa o mapeamento do
tratamento da TMVcp com pressao de 250 MPa reconheceu como epitopos
diferenciais os spots 6 — residuos 16 a 30 (SAWADPIELINLCTN), 7 — residuos 19
a 33 (ADPIELINLCTNALG), 18 — residuos 52 a 66 (VWKPSPPQVTVRFPD), 19 -
residuos 55 a 69 (PSPPQVTVRFPDSDF), 35 — 37 - residuos 103 a 123
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(NPTTAETLDATRRVD, TAETLDATRRVDATV, TLDATRRVDATVAIR). O mesmo
tratamento falhou em reconhecer os epitopos da forma nativa nos spots 14 — 16 -
residuos 40 a 60 (QARTVVQRQFSEVWK, TVVQRQFSEVWKPSP,
QRQFSEVWKPSPPQV), 22 — 23 — residuos 64 a 84 (FPDSDFKVYRYNAVL,
SDFKVYRYNAVLDPL) e 25 a 26 — residuos 73 a 90 (RYNAVLDPLVTALLG ,

AVLDPLVTALLGAFD). A tabela 1 relaciona estes resultados.

Tabela 1: Epitopos diferenciais encontrados na comparagio dos mapeamentos da forma nativa em

contraste com a forma tratada sob alta pressao.

Posicao Sequencia Posicdo inicial - final Nativo HHP 250 MPa
6 SAWADPIELINLCTN 16 a 30 +
7 ADPIELINLCTNALG 19 a 33 ++
10 CTNALGNQFQTQQAR 28 a 42 + ++++
11 ALGNQFQTQQARTVV 31 a 45 + ++++
18 VWKPSPPQVTVRFPD 52 a 66 +++
19 PSPPQVTVRFPDSDF 55 a 69 +++
22 FPDSDFKVYRYNAVL 64 a 78 +
23 SDFKVYRYNAVLDPL 67 a 81 ++
35 NPTTAETLDATRRVD 103 a 117 +
36 TAETLDATRRVDATV 106 a 120 ++
37 TLDATRRVDATVAIR 109 a 123 ++
49 FESSSGLVWTSSPAT 145 a 159 ++++
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Figura 48: Comparagio do mapeamento da forma nativa versus o tratamento com uréia 4 M

Em comparacdo ao mapeamento da forma nativa o mapeamento do
tratamento da TMVcp com ureia 4 M reconheceu como epitopos diferenciais os
spots iniciais da proteina, 1 a 4, 33 a 37. Por outro lado o mapeamento falhou em
reconhecer os epitopos dos spots 13 — residuos 37 a 51 (QTQQARTVVQRQFSE),
14 — residuos 40 a 54 (QARTVVQRQFSEVWK), 16 — residuos 46 a 60
(QRQFSEVWKPSPPQV), 20 — 23 — residuos 58 a 81 (PQVTVRFPDSDFKVY,
TVRFPDSDFKVYRYN, FPDSDFKVYRYNAVL, SDFKVYRYNAVLDPL). A tabela 2

relaciona estes resultados.

Tabela 2: Epitopos diferenciais encontrados na comparagdo dos mapeamentos da forma nativa em

contraste com a forma tratada com uréia 4 M.

Posicao Sequencia Posicdo inicial - final Nativo Uréia 4M

1 MSYSITTPSQFVFLS 1 a 15 ++++
2 SITTPSQFVFLSSAW 4 a 18 +++

3 TPSQFVFLSSAWADP 7 a 21 ++

14 QARTVVQRQFSEVWK 40 a 54 +

15 TVVQRQFSEVWKPSP 43 a 57 ++++

16 QRQFSEVWKPSPPQV 46 a 60 ++++

20 PQVTVRFPDSDFKVY 58 a 72 +
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21 TVRFPDSDFKVYRYN 61 a 75
22 FPDSDFKVYRYNAVL 64 a 78
23 SDFKVYRYNAVLDPL 67 a 81 ++
33 EVENQANPTTAETLD 97 a 111 +++
34 NQANPTTAETLDATR 100 a 114 +++
35 NPTTAETLDATRRVD 103 a 117 +++
36 TAETLDATRRVDATV 106 a 120 +
37 TLDATRRVDATVAIR 109 a 123 +
W » . - 40
#oee . -oo:o Soven - .0 X}

tratamento da TMVcp com pressdo e uréia 1 M reconheceu como epitopos

diferenciais os spots iniciais da proteina,

(VWKPSPPQVTVRFPD, PSPPQVTVRFPDSDF) e 28 a 29 — residuos 82 a 99
(VTALLGAFDTRNRII, LLGAFDTRNRIIEVE). Por outro lado o mapeamento deste

tratamento reconheceu os epitopos da forma nativa com maior intensidade de

18 a 19

Figura 49: Comparacao do mapeamento da forma nativa versus o tratamento com alta presséo e uréia 1 M

Em comparagcdo ao mapeamento da forma nativa o mapeamento do

- residuos 52 a 69

sinal que o mapeamento original. A tabela 3 relaciona estes resultados.

130



Tabela 3: Epitopos diferenciais encontrados na comparagdo dos mapeamentos da forma nativa em

contraste com a forma tratada com alta presséo e uréia 1 M.

Posicdo Sequencia Posigdo inicial - final Nativo HHP e ureia 1M
17 FSEVWKPSPPQVTVR 49 a 63 +
18 VWKPSPPQVTVRFPD 52 a 66 +++
19 PSPPQVTVRFPDSDF 55 a 69 +++
24 KVYRYNAVLDPLVTA 70 a 84 +
25 RYNAVLDPLVTALLG 73 a 87 ++
26 AVLDPLVTALLGAFD 76 a 90 ++
27 DPLVTALLGAFDTRN 79 a 93 +++
28 VTALLGAFDTRNRII 82 a 96 ++++

0 2 % 0 20 p
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Figura 50: Comparagdo do mapeamento da forma nativa versus o tratamento com alta pressédo e baixa

temperatura

Em comparagcdo ao mapeamento da forma nativa o mapeamento do

tratamento da TMVcp com pressdo e baixa temperatura reconheceu como

epitopos diferenciais os spots iniciais da proteina, 1 a 4 - residuos 1 a 24

(MSYSITTPSQFVFLS,

QFVFLSSAWADPIEL), 18 a 19

SITTPSQFVFLSSAW,

TPSQFVFLSSAWADP,

- residuos 52 a 69 (VWKPSPPQVTVRFPD,

PSPPQVTVRFPDSDF) e 33 a 37 — residuos 97 a 123 (EVENQANPTTAETLD,
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NQANPTTAETLDATR,

NPTTAETLDATRRVD,

TAETLDATRRVDATV,

TLDATRRVDATVAIR). A tabela 4 relaciona estes resultados.

Tabela 4: Epitopos diferenciais encontrados na comparagdo dos mapeamentos da forma nativa em

contraste com a forma tratada com alta pressao e baixa temperatura.

Posicdo Sequencia Posi¢do inicial - final Nativo HHP e Baixa temperatura
1 MSYSITTPSQFVFLS 1 a 15 ++
2 SITTPSQFVFLSSAW a 18 ++
3 TPSQFVFLSSAWADP a 21 ++
4 QFVFLSSAWADPIEL 10 a 24 ++
17 FSEVWKPSPPQVTVR 49 a 63
18 VWKPSPPQVTVRFPD 52 a 66
19 PSPPQVTVRFPDSDF 55 a 69
33 EVENQANPTTAETLD 97 a 111 +++
34 NQANPTTAETLDATR 100 a 114 ++++
35 NPTTAETLDATRRVD 103 a 117 ++++
36 TAETLDATRRVDATV 106 a 120 ++++
37 TLDATRRVDATVAIR 109 a 123 +++
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6 Discussao

Existe um grande volume de informagdes estruturais para o TMV,
particularmente a TMVcp. Neste estudo, utilizou-se a tecnologia da sintese local
de peptideos para mapear os epitopos da TMVcp que foram reconhecidos
naturalmente e também apdés tratamentos de alta presséo, contrastando-os com
previsdes de bioinformatica para interagdo com possiveis epitopos reconhecidos
por células B e T. As propriedades estruturais do TMVcp previstas por
bioinformatica também foram utilizados para apoiar os nossos resultados

experimentais.

A literatura fornece bastante informacéo sobre o perfil antigénico da
proteina do capsideo do TMV. Varios autores mapearam a proteina purificada
para identificar epitopos que s&o reconhecidos, em diferentes modelos animais

(87, 91, 103, 308, 309).

Nas nossas experiéncias, ndo encontramos ligagdo significativa nos
primeiros 42 peptideos da TMVcp, em contraste com resultados anteriores, para
os primeiros 10 peptideos (308) e para os peptideos 19-32 (103), utilizando soros
policlonais. Os resultados coincidem com a literatura para as regibes positivas
encontrados em nosso experimento. As regides descritas como positivos 34 — 39
(308), 55 — 61 (310) e 62-68 (309). Os nossos resultados detectaram interacéo
com a regido 31-60, com sinais mais fortes de ligacao localizados na regido 34 —
51 e 43 — 60. A regiao localizada entre peptideos 58 até 81 é também descrita

como positiva pelos soros policlonais (regido 55-61 e 62 a 68). Posigbes
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encontradas por ambos os anticorpos poli e monoclonais (MAbs) na literatura
correspondem as regides dos peptideos 80-90, 105-112, 115-134, 134-146 e 153-
156 (88, 90, 104). Os nossos resultados mostraram reacao positiva para a regido
85-108 com sinal mais intenso na regido dos residuos 88-102 (spot 30). Nao
encontramos ligacdo na regido a partir de residuos 97-132, em contraste com os
resultados anteriores (88, 289), mas de acordo com outros relatos (90, 104) para
as regides dentro de residuos 121-144 (spots 41 e 42) e 133 a 159 (spots 45 a

49).

No que diz respeito ao modelo utilizado para investigar o perfil antigénico de
TMV de acordo com Anderer, que usou peptideos tripticos e um ELISA fixo do
sistema de detecgdo do complemento com anticorpos policlonais e monoclonais
para este fim (90). O trabalho de Al Moudallal com soros utilizados de frango
imunizado e MAbs (104), e Altschuh e Van Regenmortel verificou o problema no
mapeamento de epitopos de uma proteina por meio de MAbs (310). Outros relatos
confirmaram depois que proteinas mais longas devem ser usadas a fim de tratar
corretamente o processo de apresentagéo de antigeno (98, 102, 311). A técnica
de Spot Synthesis permite que isso seja feito e, com a estratégia de restringir os
experimentos para um modelo de camundongs em combinagdo com previsdes de
epitopos especificamente para este modelo animal fornece uma estratégia de

mapeamento rapido e preciso dos epitopos de uma dada proteina.

Os determinantes antigénicos de proteinas sdo geralmente localizados em

regides expostas polares, hidrofilicas. Por conseguinte, a acessibilidade e a
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flexibilidade destes segmentos sdo maiores do que as de outros epitopos
potenciais localizadas mais profundamente na estrutura tridimensional da
molécula. Como mostrado aqui, o grafico Kyte-Doolittle da sequéncia TMVcp
revelou que as regides envolvendo os residuos de aminoacidos 30-78, 80-120 e
130-150 possuem estas carateristicas. Estas regides correspondem aos epitopos
com maiores intensidades de ligagéo, identificados nas analises de previsao.
Resultados semelhantes foram descritos em outro relato utilizando diferentes

métodos, menos precisos e em modelos animais distintos (30, 87, 98, 286).

Varios estudos tém demonstrado a correlagdo entre os dados experimentais
e os resultados de previsdo de bioinformatica para processos complexos, como
clivagem proteosomal, a TAP afinidade de liga¢édo e de ligacdo do MHC (228, 244,
293, 304, 312-314). Uma correlacdo semelhante foi também observada aqui para
a ligacao de peptideos derivados da TMVcp frente MHC de Classe | e de Classe |l
em camundongos. Considerando a limitagcdo espécie-especifica do TMV em
camundongos, € pouco provavel que outros mecanismos que nao a via de
processamento intracelular por endocitose de antigenos estejam envolvidos, ou
seja, provavelmente ha ativacdo de células de processamento de antigenos
(APC), tais como macréfagos e células dendriticas, responsaveis por
apresentacdo cruzada de antigenos. Neste contexto, as previsdes para
proteassomo / TAP / MHC | no presente estudo foram realizadas para efeitos de
comparagéo, embora as células dendriticas realizem autofagia e expressem
ambas as classes de MHC (163, 315, 316). Os alelos Balb / ¢ aqui escolhidos para

0s processos de previsao in silicio foram escolhidos de acordo com a
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disponibilidade de algoritmos para este modelo. Muitos estudos demonstraram o
efeito das substituicbes de aminoacidos na funcéo de proteinas, por exemplo, o
efeito de mutagbes na actividade de polimerase de influenza A (317, 318).
Modificacdo de proteinas do capsideo pode gerar um virus defeituoso e,
consequentemente, a incapacidade de automontagem da particula do virion,

impedindo assim a novas infecgbes (319, 320).

Caracteristicas como propensao a hidrofobicidade, flexibilidade e
acessibilidade, a presenca de voltas e hélices, superficie exposta em termos de
polaridade, e previsbes sobre antigenicidade foram parametros utilizados para
prever epitopos nos algoritmos empregados e para analise da sequencia. Em
geral, as hélices ocorrem na superficie das proteinas e sdo geralmente acessiveis
e hidrofilicas. Em contraste, o nucleo é essencialmente desprovido de moléculas
de agua (237). No caso da proteina do capsideo VP5 do virus herpes simplex tipo
| a estrutura secundaria € importante para a ligacdo do anticorpo e mesmo
pequenas modificacdes podem afetar a identificacdo do antigeno pelo sistema
imune (321, 322). A TMVcp tem trés grandes regides hidrofilicas que abrangem os
residuos 30-70, 90-120 e 140-150; todas as trés regibes também foram

reconhecidas no mapeamento da forma nativa.

Com base nos resultados de ligacdo de IgG de camundongos a membrana
dos epitopos TMVcp, observou-se sinal nos residuos 31-60, 85-108 e 133-159. As
ferramentas disponibilizadas pelo IEDB mostram que essas regides tiveram maior

probabilidade de clivagem proteosomal. Estes resultados foram complementados
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com as previsbes da afinidade de ligagdo a TAP. As predigbes de ligacdo a MHC
de classe | consideraram os resultados combinados destes trés métodos de
previsdo bem como os alelos utilizados, que incluem apenas trés alelos do MHC
(Dd, Kd e Ld) disponiveis. A variagdo na ligacao prevista observada com este
método provavelmente reflete diferengas estruturais que influenciaram interacgbes
entre MHC-peptideo (323). Neste contexto, a analise in silicio revelou diferentes
ligagbes possiveis para cada alelo testado. O servidor CBS analisa
individualmente os residuos enquanto que os algoritmos do IEDB empregam 9-
meros na analise de cada alelo, para as trés regides antigénicas principais

identificadas experimentalmente.

Estas trés regibes antigénicas foram avaliados também com o IDEB e
servidores CBS frente software de predigdo para MHC de classe Il. As regides
previstas com ligacdo de alta afinidade também foram encontradas no
mapeamento da forma nativa. Peptideos derivados do segmento contendo
residuos 37-69 apresentaram menores escores IC50 pelo método SMM para o
alelo IAd enquanto que para o alelo IEd a proteina foi quase que completamente
reconhecida como possives epitopos. Neste Ultimo caso, os epitopos foram

previstos compreendendo os residuos 34-85.

O software de previsao de células B encontrou a regido dos residuos 46-66
com alta probabilidade de ligacdo, concordando com nossos resultados
experimentais. A predicao de epitopo descontinuos reconhecidos por células B

encontrou nesta mesma regido um fragmento maior com alta probabilidade (que
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se estende do residuo 33 a 90), com dois resultados de maior afinidade previstos
para esta regido. Estes dois picos sdo separados por poucos residuos (61-63), o
que diminui acentuadamente a probabilidade de ligacdo, de acordo com o

algoritmo utilizado.

As células B sdo de particular interesse porque os seus receptores de
superficie sdo formados por rearranjo mediado por IgG. Por conseguinte, os
epitopos reconhecidos por IgG positivas e possivelmente apresentado via MHC |l
sdo importantes em combinagdo com as previsdes de células B, considerando a
comunicagéo entre estas células e APCs. Esta possibilidade foi examinada
usando varios motores de predi¢do de epitopos B. Como resultado, cinco regides
da TMVcp foram previstas. O menor epitopo encontrado esta na regido inicial da

sequéncia 18-20, enquanto a mais longa encontra-se nos residuos 52-64.

Os resultados de previsdo aqui descritos, de acordo com outros relatorios
para este virus e dados de centros de referéncia em estudos TMV, suportam os
nossos resultados de spot synthesis, no entanto, os epitopos que identificamos
nos diferentes tratamentos n&o foram previstos diretamente, sugerindo
discordancia entre estes resultados e os algoritmos de previsdo. Em
camundongos Balb / ¢, os primeiros dez pentadecapeptideos da TMVcp ndo foram
reconhecidos. Van Regenmortel e cols (1999) relataram que estas regibes s&o
importantes epitopos. No entanto, a utilizagdo de varios modelos diferentes, para

obter os resultados descritos por estes autores pode ter levado a diferentes
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respostas imunes contra o0 mesmo antigeno (como mostrado para o MHC de

classe | alelos em Balb / ¢), tornando dificil a interpretacdo dos resultados.

Informagbes sobre os efeitos da alta pressdo sobre biomoléculas tém sido
relativamente escassas até o momento. Os avangos recentes nas técnicas
analiticas de estudo de proteinas sob pressdo tém facilitado a investigacdo de
interacbes moleculares internamente em proteinas e em complexos de proteinas,
fornecendo novas perspectivas para a estrutura e funcdo de biomoléculas, em
condicbes de pressbes elevadas. Além disso, como o efeito da pressédo em
proteinas geralmente é distinto se comparado aos gerados por temperatura,
condi¢cdes desnaturantes de pH, a pressao é considerada como uma variavel
importante para a analise de relagdes entre estrutura e fungao de proteinas (201,

215).

A pressao é reconhecida como um potencial agente desnaturante de
proteinas ha algum tempo, no entanto, a gama de variacbes de pressao para
desnaturagéo de proteinas difere, dependendo das caracteristicas estruturais da
proteina, mas € aplicada em larga escala em virologia. Considerando que as
estruturas primarias e secundarias de proteinas ndo sao alteradas mediante
pressdes tdo elevadas como 10 kbar, proteinas oligoméricas podem facilmente

dissociar a pressdes inferiores a trés kbar (201, 210, 215, 337, 338, 344).

Em geral, o efeito de pressao sobre um processo fisico-quimico, em
equilibrio, é regido pela alteracdo de volume do processo, AV. Assim, a aplicacéo

de pressao fara com que o equilibrio mude em favor do estado com o menor
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volume geral. A magnitude de sinal em AV para alteragdes na estrutura da

proteina dependera de interacbes moleculares especificas (201, 215).

Devido a capacidade de dissociar proteinas oligoméricas de forma
reversivel, o tratamento com HHP elevou-se como um método alternativo para a
inativacao viral, considerando o contexto de desenvolvimento de vacinas. Postula-
se que a dissociagao reversivel das proteinas do capsideo viral causa, na
automontagem subsequente, particulas virais associadas imperfeitamente, evento
este que ja foi associado a perda de infecciosidade, enquanto conserva, ao
mesmo tempo, ou ainda melhorando, a imunogenicidade das proteinas de
interesse (48, 216, 336, 359). Em nosso trabalho, observamos estas alteracdes
indiretamente no mapeamento dos epitopos para as proteinas tratadas sob
pressédo, com diferentes regides disponibilizadas para processamento e
reconhecimento antigénico, providas pelo modelo animal empregado. E importante
ressaltar que nédo apenas as regides mais expostas ao solvente s&o mais
acessiveis aos sistemas de processamento antigénico, como descrito por
Carmicle (360) e revisto por Neefjes (163), a restricao de afinidade ao MHC pelos
alelos que os codificam € bem conhecida, em detalhes que permitiram a criagao
de modelos de ligacdo e mecanismos de previsdo — como 0s aqui empregados.
Assim, conformagé&o tridimensional da proteina é fator decisivo também na
apresentacao de antigenos, mas depende da combinagéo de fatores imunologicos
para determinacado de quais epitopos serdo relevantes para uma dada proteina,
como, por exemplo, a questdo de imunodominancia para CD4, que ndo é

explicada totalmente pela seletividade de epitopos. Por esta razdo o estudo de
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sitios de clivagem das enzimas responsaveis pelo processamento de antigenos
sao incorporados nos modelos de previsao e também podem ser inferidas a partir
de estudos como o mapeamento extensivo do reconhecimento antigénico aplicado
neste trabalho. De forma geral a estrutura tridimensional limita o acesso da
proteina processada ao MHC, como em exemplo descrito por Thai (361), onde
eventos de acidificagdo endossomal contribuem para a desestabilizacdo da
proteina, além de muitos outros estudos que, em consenso, sugerem que a via de

processamento do antigeno determina a imunodominancia dos epitopos (362).

Como afirmado por Hubbard: “A clivagem endoproteolitica tende a ocorrer
em segmentos polipeptidicos desordenados, gragcas a conformagdo dos
segmentos em relagcéo aos sitios ativos das enzimas” (363, 364) a relagdo entre
forma e processamento é determinante na apresentacao de antigenos. Além disto,
a imunodominancia também esta relacionada a espécie estudada, de acordo com
Dai, sugerindo ainda que o encurtamento de um peptideo desordenado, por
clivagens ou por condicdo estrutural, pode reduzir a imunogenicidade de um
epitopo associado ou adjacente (365, 366). Neste sentido, a identificacédo de
regides mais provaveis de influencia tridimensional no reconhecimento de
epitopos se da em porcdes flexiveis da proteina, em alcas moéveis.
Compreendendo dois mecanismos distintos, portanto, de geracdo de epitopos
restritos a MHC classe Il, a via protease-dependente — que sofre interferéncia
tridimensional na apresentagéo e a via protease-independente, que liga o epitopo,

sem processamento enzimatico, diretamente ao MHC 1l (367).
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Neste contexto algumas carateristicas das proteinas devem ser
consideradas, quando o tratamento sob pressédo é empregado. A agéo da presséo
€ distinta da temperatura, poucos kbar sdo capazes de desnaturar proteinas. Em
condi¢cbes ambiente para pressao e temperatura, pequenas variagdes resultam em
comportamentos elasticos da proteina e em casos com grandes elevagcdes em
pressdo ou temperatura ocorrem alteragbes plasticas ou conformacionais (368).
Observamos alteragbes deste tipo nos tratamentos empregados, principalmente
nas condigcbes desnaturantes de ureia, nestes tratamentos relatamos o
reconhecimento do soro dos camundongos tratados em regibes diferentes
daquelas identificadas no experimento com a forma nativa da TMVcp. Na
comparacéao dos resultados dos mapeamentos para os tratamentos e com a forma
nativa — estabelecida como referencia para interpretagdo do perfil normal de
reconhecimento — e utilizando dados da predicdo de epitopos para a estrutura
cristalografica da proteina viral foi possivel inferir sobre regides que foram
expostas na superficie e que, portanto, permitiram reconhecimento e producao de

sinal.

Em condigbes de elevada pressdo ou temperatura ocorrem mudancas
chamadas cooperativas na estrutura secundaria da proteina causando o efeito
plastico. Na expansao térmica o volume molar é alterado, causando distenséo das
regides flexiveis da proteina e desnaturando-a. Outro componente mensuravel é a
compressibilidade isotérmica, derivada de alteracbes em volume e presséo.
Ambos sdo derivados das cavidades da proteina — geradas pela composi¢ao de

aminoacidos em relacdo a polaridade e hidrofobicidade individual e também
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hidratagcéo destas regides na estrutura proteica. Linhas gerais podem ser definidas
em termos de compressibilidade — negativa por ser dependente da interacéo
soluto-solvente (proteina-agua) e em termos de cavidades — que compensam o
efeito citado ao longo da estrutura tornando a compressibilidade positiva (201,

215).

Para testar a hipotese da interferéncia da conformacdo proteica no
processamento antigénico Dai e cols. inseriram mutagdes em pontos chave da
proteina e mapearam o reconhecimento antigénico destas alteracdes por western
blot. Observaram que as dele¢bes inseridas reduziram o tamanho dos epitopos e
também a sensibilidade a protedlise das regides onde a conformacéo foi postulada
como interferente no processamento, implicando na redug¢do da imunogenicidade
de epitopos dominantes. Estes autores propdéem entdo que a distribuicdo da
flexibilidade local em antigenos dobrados e estaveis influencia o processamento e
apresentacdo mais que a sequencia primaria da proteina. Epitopos protease-
independentes seriam restritos a regides flexiveis da proteina enquanto epitopos
protease-dependentes sao retidos por limitagdo estrutural — podendo esta ser
desestabilizada por protedlise. Segundo os autores epitopos tendem a ocorrer em
regides que flanqueiam areas flexiveis e n&do em porgdes centrais de segmentos

de peptideos (365, 366, 369-372).

Neste sentido muitos estudos ja avaliaram a alteracédo de fung¢des induzida
por pressédo em proteinas, o primeiro estudo com espectroscopia vibracional

(RAMAN) com lisozima alterada por pressao revelou que a alta presséo induziu

143



um estado unfolded e que esta condigéo era irreversivel, diferente do observado
com técnicas de fluorescéncia (373). O mesmo foi observado em estudos com
quimiotripsina (374). Este estado desdobrado (unfolded), induzido por presséo,
gerou alteragdes intermoleculares que impediram a reversibilidade do estado,

principalmente nas interagbes geradas por pontes de hidrogénio.

No tratamento com alta pressdo apenas observou-se regides diferenciais,
ou seja, quando em contraste com o0 mapeamento da forma nativa, novos epitopos

foram reconhecidos. Estas regides séo discutidas abaixo.

Houve deslocamento do sinal para os primeiros penta decapeptideos da
composicdo em dois tratamentos, alta pressdo e baixa temperatura e no
tratamento com ureia 4 M. Estes epitopos sédo descritos na literatura, mas nao
foram observados no mapeamento da forma nativa. Correspondem as seguintes
sequencias MSYSITTPSQFVFLS, SITTPSQFVFLSSAW, TPSQFVFLSSAWADP e
QFVFLSSAWADPIEL os aminoécidos iniciais da TMVcp para os spots 1 a 4. A
analise de area de superficie acessivel para esta regido afirma que apenas os
aminoacidos da posicao 3 a 15 sdo expostos na superficie, ao passo que, para os
demais aminoacidos sintetizados nestes spots, os resultados apontam para
internalizacdo dos residuos. Os algoritmos de previsdo de hidrofobicidade e
antigenicidade para esta regido mostram que este fragmento inicial é hidrofilico e
antigénico e a combinagcdo de previsées para MHC | e Il concorda com a
possibilidade de apresentacdo destes epitopos. Na anadlise de clivagem pelo

proteassomo os aminoacidos 14 e 15 sado altamente susceptiveis a protedlise,
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mas, de acordo com a estrutura depositada no PDB, analise da estrutura
secundaria da proteina — regido de folha beta, com os resultados negativos de
mapeamento da forma nativa sugere-se que, na conformacéo nativa, esta regido
nao é facilmente acessada pelo sistema de processamento e, portanto, estes
tratamentos permitiram a apresentacdo destes epitopos para os sistemas de
memodria adaptativa. Entretanto, os dados de afinidade para TAP apontam para
grande probabilidade de ligagdo a regido. Os alelos de MHC | diferem quanto a
afinidade, o alelo H2-Dd possui maior afinidade para os residuos 1a5e 16 a 24; o
alelo Kd concorda com a previsao anterior, mas expande a afinidade para a regiédo
16 a 25 bem como o alelo Ld. Na previsdo para MHC Il a regido contida entre os
residuos 12 a 29 analisada pelo algoritmo IEDB para o alelo IAd retornou os
maiores valores para probabilidade de afinidade do teste. Esta regido (spots 5a 7
— residuos 13 a 33) n&o corresponde — segundo a literatura e de acordo com as
analises in silicio, a epitopos descritos ou mapeados em nossos experimentos
com a forma nativa da TMVcp, localizam-se proximos a uma fita beta e uma alfa
hélice proxima. Sao compostos por aminoacidos hidrofobicos e também por
aminoacidos polares (FLSSAWADPIELINL, SAWADPIELINLCTN,
ADPIELINLCTNALG) e a previsdo de disponibilidade na superficie da proteina
mostra apenas sete destes com alta probabilidade de exposi¢do, entretanto, dada
a posicao entre duas estruturas secundarias, composicdo de aminoacidos e
previsdo de afinidades de ligagdo a MHC classe Il para a estrutura linear nesta
regiao sugere-se que o tratamento de alta pressao desestabilizou estas estruturas

favorecendo a exposi¢ao e processamento destes epitopos.
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Houve também maior intensidade de ligacdo na regiao 28 a 51
(CTNALGNQFQTQQAR, ALGNQFQTQQARTVV, NQFQTQQARTVVQRQ e
QTQQARTVVQRQFSE) com anticorpos derivados da imunizagdo pos presséo,
pressdo e baixa temperatura e pressdo combinada com ureia 1 M. Na analise
bioinformatica, obteve-se scores maiores na analise de antigenicidade (Hopp-
Woods) e também em hidrofobicidade (Kyte-Doolittle) para este fragmento. Estas
regides, entretanto, ndo correspondem em sua totalidade aos resultados de
predicao de exposi¢cdo e area de superficie acessivel, que preveem as regides 21
a 37 e 57 a 60 como expostas. Por outro lado, em termos de clivagem por
proteassomo, a regido mencionada é alvo possivel de clivagem que ndo era
expostas antes do tratamento a 250 MPa. Nesta linha de raciocinio as afinidades
por TAP e, em seguida, por MHC classe | para os residuos nas posi¢ées 20-35 e
47-58 obtiveram os maiores scores para afinidade pds-clivagem ao transportador
TAP e afinidades diferenciadas foram obtidas pelas ferramentas de predigéo para
MHC, considerando os alelos dos H2-Kd, H2-Dd e H2-Ld de camundongos
Balb/C, apenas para o alelo Ld que se observou maior afinidade na regido
mencionada. Ja nas previsbes para afinidade ao MHC de classe Il, a regido
mencionada inicialmente (28 a 51) estd completamente contida na previsao
gerada para o alelo IAd, reforcando que dada a disponibilidade para
processamento da regido a geracdo de resposta adaptavel ao fragmento é
possivel exatamente para o fragmento estudado — sendo as limitacdes mais
provaveis para nao apresentagdo na forma nativa da proteina das regides iniciais

a alteragédo de conformacgédo e exposigdo de sitios para clivagem endossomal
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favorecendo epitopos adjacentes, como as teorias propdem. Propde-se que esta
regido sofreu alteracdo conformacional que permitiu processamento e

apresentacéo, aumentando o reconhecimento verificado experimentalmente.

Uma regiao de ligagédo observada na forma nativa, no tratamento de alta
pressao e baixa temperatura e também no tratamento com ureia nao é observada
no mapeamento gerado pelos anticorpos derivados apenas do tratamento sob
pressdo. Os residuos 73 a 90 (RYNAVLDPLVTALLG, AVLDPLVTALLGAFD) estao
inseridos entre duas folhas beta e o inicio de uma alfa hélice, estruturas que
quando submetidas a presséo sofrem alteracbes de volume, que por sua vez
podem ou expor areas de clivagem imunologica ou ainda alterar a conformacéao da
proteina neste ponto, dificultando a interagdo com os processos de apresentagao
antigénica. Os resultados de previséo de afinidades para este fragmento, por outro
lado, indicam maior probabilidade de apresentacdo como epitopo. Com base
nestas informacgdes e também na literatura, que confirma a regido como antigénica
nestes pontos, sugere-se que o tratamento omitiu a apresentacéo deste epitopo
por causar alteragbes na estrutura da TMVcp impossibilitando a interpretagéo

imunologica observada no mapeamento nativo.

Em conclusdo, os resultados relatados expandem o mapeamento de
epitopos da TMVcp em modelos de camundongos além de incluir mapeamentos
das formas alteradas sob pressdo em contraste com algoritmos de previsdo
imunoinformatica. Encontramos regifes discordantes das primeiramente

consideradas como epitopos bem definidos que nado ligaram anticorpos no
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presente estudo, o que sugere uma exploracdo mais cuidadosa da maquinaria de
processamento de antigenos diferentes nos modelos animais escolhidos a época.
Utilizando algoritmos de previsdo para a comparacao dos resultados produzidos
observamos concordancia dos dados experimentais com estas previsoes.
Mapeamento de epitopos é uma ferramenta eficaz para medir e identificar quais
as regibes de uma dada proteina ligam respostas por anticorpos e, quando
utilizada em conjunto com as previsdes in silicio fornecem um poderoso conjunto
de instrumentos na decisdo sobre as melhores op¢bes de vacinas baseadas em
epitopos. O tratamento da TMVcp nas condi¢gbes de pressdo, baixa temperatura e
diferentes concentragcdes de uréia alterou nitidamente o perfil de apresentacéo e
reconhecimento de antigenos, com resultados fundamentados na literatura e
considerando as condi¢des deste estudo. Estas informagdes s&o muito
importantes  principalmente nos casos onde as regides imunogenicas
determinantes para esta proteina foram conservadas apdés o tratamento
juntamente com a revelagéo de novos epitopos até entao ocultos pela estrutura da
proteina. Estudos futuros podem avaliar, para os diferentes tipos de reposta
imune, quais tratamentos serdo mais adequados considerando variagdes de
sintese de peptideos. Exemplos destes tipos de estudo incluem ensaios com
membranas cujos spots sintetizados mimetizem moléculas de MHC classe | e |l
interagindo com as formas tratadas e nativas e reveladas pelo mesmo mecanismo,
ou ainda estudos com mais classes de imunoglobulinas seguindo o mesmo
principio deste trabalho, mas focando em imunodominancia e reconhecimento

decorrente das recombinac¢des VDJ para as demais classes. Além disso, estudos
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com base cristalografica podem identificar corretamente quais alteragbes
ocorreram efetivamente na estrutura da proteina, de modo que complementem os
resultados aqui relatados para as formas tratadas, correlacionando-os com os
passos de reconhecimento e processamento antigénico. Estudos de clivagem
enzimatica, mediada por enzimas da via endogena de degradacao de proteinas
em células apresentadoras de antigenos, realizados com as formas tratadas
indicardo quais regides foram expostas ou ocultas pelo tratamento com base no
principio de reconhecimento do sitio de clivagem fornecendo informacdes
importantes sobre estrutura versus tratamento de alta pressido e, por

consequencia, melhorando estratégias de desenho vacinal.

A natureza complexa e variavel das interagdes carboxililicas nos
tobamovirus fornece uma intrincada visdo sobre a relagéo entre estrutura e
funcdo. Em particular, a natureza destas interacdes permite funcdo e
sobrevivencia do virus, para tanto, as caracteristicas estruturais sdo chave, como,
por exemplo, as interagcdes das subunidades e a alta conservacédo de residuos
determinantes para montagem na sequencia da proteina. Carboxilatos Caspar sao
claramente importantes na montagem e a desmontagem de todos os
tobamoviruses ja estudados. Definidos como as interacgbes entre as cadeias
laterais dos residuos especificos, no entanto, as interacbées carboxi-carboxilato
parecem permanecer mesmo quando alteragbes significativas na sequéncia de
aminoacidos e estruturas derivadas sao observadas. Esta capacidade de
interagcbes da estrutura da TMVcp para compensar efeitos mutacionais tem

vantagens evolutivas determinantes para o virus.
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Dois grupos de aminoacidos acidos sdo considerados importantes para as
interagdes da estrutura helicoidal do TMV. Quando o virus entra nas células, o pH
mais elevado e os niveis mais baixos de calcio aumentam a repulsdo de
carboxilatos vizinhos, desestabilizando o capsideo. Este conceito foi originalmente
proposto por Gaspar e posteriormente examinado por mutagénese sitio-dirigida
(31, 375, 376). Foram identificados varios carboxilatos, incluindo Glu50 e ASP77,
que estdo em contato entre si na estrutura helicoidal, e um grupo de quatro
aminoacidos acidos, GLU95, GLU97, GLU106 e GLU109, voltados para a regido
interna da estrutura. Estas interacdes auxiliam na orientacdo de montagem bem
como na estabilizagdo dos capsébmeros, como verificado em (377), no trabalho
que inseriu mutagdes na TMVcp para este fim, confirmando que as cargas
negativas destes aminoacidos sao determinantes para desmontagem do capsideo
nas condigcdes de replicagao intracelular. Quando alterados, para verificagao desta
hip6tese, os aminoacidos inseridos comprometeram a desmontagem do capsideo
e, portanto, a replicacdo viral. Como discutido anteriormente, os tratamentos de
alta pressao sio capazes de alterar significativamente a estrutura secundaria de
proteinas e por consequencia influenciar a exposi¢ao de residuos, formando novas
possibilidades de interagao (215). Juntamente com os relatos sobre os planos de
interacao possiveis para formagéo do capsideo no TMV (87), informagdes sobre a
dissociacdo em alta pressédo (48) e o mapeamento sistematico dos epitopos
lineares da TMVcp nativa (Lima Neto 2012 — in press), agora em combinagdo com
0o mapeamento das formas tratadas sugere alteragdes importantes neste

processo.
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Estudos de interagéo com outros virus indicam que a montagem é facilitada
pela subunidade interac¢des especificas entre as subunidades de proteinas e uma
sequéncia de RNA interno. No TMV, esta sequéncia de RNA permite a nucleacgéo
necessaria para o alongamento adicional. Uma consequéncia disto é que a
propriedade modificagbes na conformagéo do RNA e a ocorréncia de mutagdes e
modificagbes nas condi¢des externas pode afetar o inicio da automontagem, bem
como a velocidade de agregacédo dependente das interacdes proteina-RNA.
Evidéncia experimental indica que, no caso do TMV, um grande numero de
interacbes ocorre para o alongamento rapido através da incorporacao do disco de
20 S (38-42 subunidades da TMVcp) regido 5'-terminal do RNA, na outra

extremidade o processo € mais lento e.

Recentemente, Bispo e colaboradores descreveram  aspectos
termodinémicos da dissociacdo do TMV por alta pressao hidrostatica em diversas
condic¢des, incluindo temperaturas abaixo de zero e, na presenca de ureia. Estes
resultados indicaram que ndo houve desnaturagdo significativa quando a
dissociagdo do capsideo do virus induzida por pressdo ocorreu em baixas
temperaturas e, na auséncia de ureia. Dissociacao significativa foi observada em
concentragbes sub-desnaturante de ureia (2,5 M). Desnaturagcdo acentuada foi
observada apenas em concentracdes elevadas de ureia ou de concentragdes sub-

desnaturantes de ureia, em combinag&o com a pressao.

Do ponto de vista de interacbes dos capsémeros na automontagem dos

capsideos, considerando os tipos de epitopos na estrutura da TMVcp — definidos
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por regenmortel — e também os resultados obtidos do mapeamento, observa-se o
reconhecimento de regides importantes envolvidas nestes processos, sugerindo
exposicao destas regides diferenciais — ndo observadas no mapeamento da forma
nativa — e, portanto, tornando-as acessiveis aos anticorpos do modelo testado.
Observamos para as posi¢des 49 a 78 (spots 16 a 21), por¢do da proteina em alfa
hélice e voltas beta, localizada na por¢do RS, reconhecimento de anticorpos nos
tratamentos de HHP, HHP / -18 °C e HHP / uréia 1 M (respectivamente, em
termos de intensidade), sugerindo exposi¢cdo desta regido que, por sua vez, esta
envolvida com interagbes com a subunidade TMVcp do plano superior da estrutura
do capsideo. A segunda regidao diferencial, contida entre os residuos 70 a 96
(spots 24 a 28) responde pela regido RR da proteina e com baixas probabilidades
de exposi¢cdo na superficie, de acordo com os dados de area de superficie
acessivel e com interacbes entre a subunidade adjacente abaixo no plano de
automontagem também foi reconhecida nos tratamentos HHP / uréia 1 M, HHP e
HHP / -18 °C (respectivamente, em termos de intensidade). A terceira regiao
diferencial, observada nos mapeamentos esta relacionada a regido dos residuos
97 a 123 — regido que contem os aminoacidos envolvidos nas interagbes dos
Carboxilatos de Caspar, conhecida pelas interagdes laterais entre as subunidades,
pela orientacdo interna em relacdo a estrutura helicoidal do capsideo — foi
reconhecida nos tratamentos mais extremos com HHP / -18 °C e uréia 4 M, com
menor intensidade também no tratamento HHP apenas sugerindo acessibilidade
as porgbes mais internas dos agregados bem como possiveis perturbacdes no

processo de automontagem. Em resumo as regides diferenciais observadas nos
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mapeamentos relacionam-se com regides de interagbes para estabilizagdo do
capsideo, também susceptiveis as alteracbes de conformacédo induzidas por
presséo por conta das estruturas secundarias, composicdo de aminoacidos e

acessibilidade para processamento antigénico — decorrente dos tratamentos.

Neste trabalho, n6s estendemos o estudo das particulas TMV investigando
as modificagdes nas propriedades do virus induzidas por alta presséo hidrostatica
em combinagdo com baixas temperaturas, condicbes desnaturantes de uréia e
sub-desnaturantes do ponto de vista de reconhecimento de epitopos apos
imunizacbes com os virus tratados. Estas observacdes proporcionam novas
perspectivas para as mudancas estruturais que modificam as interacdes proteina-

proteina e proteina-RNA.
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7 Conclusoes

» Existem diferencas entre os relatos da literatura e o mapeamento completo

da TMVcp

* A estrutura 3D da TMVcp foi alterada significativamente e refletiu no

reconhecimento nos diferentes tratamentos testados

* Os mecanismos de previsdao de epitopos sdo baseados em bibliotecas
geradas experimentalmente considerando estruturas nativas e néo
correspondem aos resultados dos tratamentos de presséo, temperatura e

agentes desnaturantes.

* Condigbes desnaturantes podem contribuir para o melhor entendimento do

mecanismo de processamento antigénico no modelo animal estudado
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8.1 Artigos

8.1.1 Epitope mapping of tobacco mosaic virus capsid

protein: prediction and experimental data from spot synthesis
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Abstract

The immune system is a network of thousands of molecules, cells and
regulatory factors that produce many interrelated responses. In this study, we used
spot synthesis to map tobacco mosaic virus (TMV) epitopes in a mice animal
model (Balb/c) and compared the results with those obtained using
immunoinformatic prediction tools. Mice were inoculated with TMV and after
immunization the sera were incubated with an array of overlapping
pentadecapeptides that corresponded to the full sequence of the TMV capside
protein (TMVcp) that had been synthetized on a cellulose membrane for spot
synthesis analysis. Six linear epitopes were identified experimentally, as shown by
the IgG-elicited immune responses in mice. Epitope prediction algorithms found
antigenic regions in silicio. Comparison of the findings for spot intensities and those
obtained by the prediction software allowed the identification of different responses
according to the MHC class | and Il alleles from Balb/C mice and linear B cell

epitopes. The results of this work provide a detailed antigenic profile for TMVcp.
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Introduction

Tobacco mosaic virus (TMV) is an extensively studied virus model in
numerous biological systems and, consequently, has become one of the best
known viruses, alongside human immunodeficiency virus (HIV). The widespread
use of TMV reflects the ease with which this virus can be manipulated, produced
and purified. Studies of TMV have provided important insights into immunology and
virology (87, 89, 287). The TMV virion consists of a rod-shaped structure with 2130
identical protein subunits surrounding the genetic material (a single positive RNA
strand). The capsid protein (TMVcp) subunit, which consists of 159 amino acids, is
arranged as a right-handed antiparallel helical bundle composed of four a-helices,
the left and right slewed (LS and RS) and left and right radial (LR and RR). A short
inner loop connects the LS and RS helices while a longer one connects the LR and
RR helices. The RNA binding site is formed by residues from the loops and the LR
helix, and the N and C termini are located on the outer surface of the virion. The
ability of TMVcp to aggregate is important for virus stability and assembly and is
directly related to viral physiology (28, 98). The study of physical chemical
properties of TMV is important to understand its physiology. We investigated the
dissociation process by using of high pressure at low temperature (<0 °C)(208),
alkaline conditions (48) and presence of urea(210). A combination of high pressure

and such conditions revealed a potential tool for study of viral stability.

192



Several studies aimed at improving our understanding of structural factors
and antigenicity have identified different antibody binding sites during the immune
responses elicited by virus inoculation (98, 288, 289). The immune system is a
network of thousands of molecules, cells and regulatory factors that mediate many
interrelated responses. Studies over the past few years have reported individual
variation in the immune response as well as temporal changes within the host
(290). Advanced computational methods provide a valuable tool for analyzing
complex experimental data. With such methods it is possible to identify specific
patterns in the immune response based solely on protein sequences and to
correlate these findings with experimental data; molecular predictions based on
such analyses are widely used in the literature (265, 291). In the present study, we
used spot analysis to map the TMV epitopes and compared our findings with data
from other studies in the literature. We also used immunoinformatics tools to map
the potential B- and T-cell epitopes and compared these data with the results of

epitope mapping.

Material and methods
TMV RNA sequencing

RNA from the reference virus strain was extracted with TRIzol® (Invitrogen),
quantified by spectrophotometry and stored at -80 °C until used. For reverse
transcription, RNA (50 ug) was converted to cDNA using Superscrit Il reverse

transcriptase, according to the manufacturer’s instructions. The reactions were
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done using diethyl-pyrocarbonate (DEPC) water in sterile conditions. The
polymerase chain reactions (PCR) were done by adding 10% of the RT reaction to
a final volume of 50 uL. 10 % of the reverse transcriptase reaction was used as
imput for the PCR reaction. The PCR mixture consisted of 5 uL of each primer (5
pmol), 5 uL of 10x buffer, 1 uL of dNTPs (0.2 mM), 2 uL of DTT, 0.5 uL of Tag DNA
polymerase and DEPC water to a final volume of 50 uL. The PCR products were
visualized in 2% agarose gels stained with ethidium bromide and then analyzed in
a MEGABace 1000 sequencer following the manufacturer instructions. Flanking
primers for the complete sequence of the TMVcp were used. The
electropherogram of the sequences were aligned using the DNAStar software
package (SeqMan) and the consensus sequence was exported to BLAST and to
Protean (DNAstar).The amino acid sequence was deduced from the full nucleotide
sequence using DNAstar software. Local alignment and basic protein structure
properties were calculated using the CLC Main Workbench 5.5® (protein toolbox)

and Lasergene DNAstar® software (EditSeq and SeqMan) packages.

Preparation of peptide arrays and epitope identification

Peptides based on the amino acid sequence determined above were
synthesized by using Fmoc (9-flurorenylmethoxycarbonyl) chemistry (137, 292) on
PEG-derivatized cellulose membranes with an additional § Ala anchor for the C-

terminal immobilized peptides. The membranes contained overlapping
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pentadecapeptides spanning the complete sequence of TMVcp (residues 1-159),

with an offset of three amino acid residues.

Serum preparation and antibody-binding assay and quantification

Balb/c female mice (n=5) obtained from the Multidisciplinary Center for
Biological Investigation (CEMIB/UNICAMP) were inoculated with native TMV and
complete Freund adjuvant in the first inoculation and incomplete adjuvant in
subsequent inoculations. The inoculations were done on the 1st, 15th, 28th and
35th day using 15, 10, 10 and 15 ug of TMV, respectively. Blood was collected 14
days after the last inoculation, pooled and allowed to clot, after which the serum
was obtained by centrifugation, inactivated by incubating for 1 h at 56 °C and
stored at 4 °C. Control serum was obtained from five mice inoculated with porcine
parvovirus using the same scheme as for TMV. The protocols involving animals
were approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Use

(CEUA/UNICAMP, protocol no. 1717-2).

The antibody-binding assay used was described by Beutling, Stading et al.
(2008)(292). A serum dilution of 1/100 was used in the membrane antibody-binding
assays. An alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse IgG (AP-IgG)
(Jackson Immuno Research, CAT no. 115-055-071) was used as secondary
antibody to detect bound antibodies. The color reaction was developed as
described elsewhere (293), with an incubation time of up to 60 min. The membrane
was subsequently scanned at 2400 d.p.i. with a table scanner and the software
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package Totallab Quant — Array Analysis was used to measure the intensity of
each spot against the background intensity. The results were expressed as the
mean for each spot. The membranes were regenerated as described by Beutling,

Stading et al. (2008).

An epitope-based immunoinformatics study of TMVcp

The deduced protein sequence used was aligned with the protein sequence
of TMV capsid protein retrieved from the National Centre for Biotechnology
Institute (NCBI) database (BLAST reference accession no. ACY41215.1). Epitope
flexibility was predicted with the Karplus and Schulz flexibility scale (146) and
antigenicity was predicted with the Kolaskar and Tongaonkar antigenicity scale
(294). Hydrophobicity and hydrophilicity were analyzed with the Parker
hydrophilicity scale. The Kyte-Doolittle hydropathicity index (147) available from the
Expasy Prot scale server was used to assess the distribution of polar and apolar
residues along the protein sequence. The Kyte-Doolittle scale (window size of 7
and cutoff of 1.6) is widely used to examine the hydrophobic character of proteins
and is useful in predicting membrane-spanning domains, potential antigenic sites
and regions that are likely to be exposed on the protein surface. This approach
was complemented with the Hopp method for a window size of 7-mers (147, 148).
Ubiquitination sites were predicted as described elsewhere (295). Proteasomal
cleavage sites were predicted based on proteasomal degradation experiments with

B-casein (296), enolase (297) and prion proteins (298). The prediction of TAP
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affinity was based on a support vector machine (SVM) (295). The SVMHC (support
vector MHC) method was used to predict MHC binding (299). This is an SVM-
based method based on verified MHC binding peptides from the SYFPEITHI
database (237). These methods have been validated elsewhere (300). Data
available from the Expasy Prot scale server were used to counter-verify the in silico

data (301).

Combining the prediction methods

The class || MHC algorithm and the linear and conformational B cell epitope
prediction algorithms were used to simulate the processing pathways for which
there are in silicio prediction algorithms, particularly with regard to the virus and

host used here.

The separate prediction methods were combined in order to model the
entire processing pathway of MHC class | antigens. Predicted peptides should
have a C terminus generated by the proteasome, a relatively high TAP affinity and
some affinity for MHC molecules. The high accuracy of the final step of MHC
binding prediction means that other methods can be used as filters to remove
candidate peptides unlikely to be generated by proteasomal cleavage and/or
transported by TAP. Peptides nine amino acids long (9-mer peptides) were
extracted from the SYFPEITHI database (302). We focused on 9-mer peptides
because MHC class | binds these peptides more frequently than 8-, 10- or 11-mer
peptides. The alleles Kd, Dd and Ld influence epitope display in Balb/C mice and
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were used to map the potential epitopes of TMVcp. The tentative epitopes were
predicted with the PCM, SVMTAP and SVMHC methods (229, 265, 291, 303, 304).
In the first step of analysis, the protein sequences were screened individually for
the best binding epitopes by using the Immune Epitope Database (IEDB)

algorithm. The cutoff scores were adjusted by the algorithm itself.

Results

The PCR-amplified TMVcp sequence determined by sequencing is shown
below. A BLASTn search revealed that the sequence shared 100% homology with
a sequence retrieved from the National Center for Biotechnology Institute (NCBI)

database (accession no. ACY41215.1).

TTTAATCGATGATGATTCAGAGACTACTGTCGCCGAATCGGATTCGTTT
TAAATATGTCTTACAGTATCACTACTCCATCTCAGTTCGTGTTCTTGTCATCAG
CGTGGGCCGACCCGATAGAGTTAATTAATTTATGTACTAATGCCTTAGGAAAT
CAGTTTCAAACACAACAAGCTAGAACTGTCGTTCAACGACAATTCAGTGAGGT
GTGGAAACCTTCACCCACAAGTAACTGTTAGGTTCCCTGACAGCGACTTTAAG
GTGTACAGGTACAATGCGGTGTTAGACCCGCTAGTCACTGCACTGTTAGGTG
CGTTTGACACTAGAAATAGAATAATAGAAGTTGAAAATCAGGCGAACCCCACG
ACTGCCGAAACGTTAGATGCTACTCGTAGAGTAGACGACGCAACGGTGGCCA

TAAGGAGCGCGATAAATAATTTAATAGTAGAATTGATCAGAGGTACCGGATCT
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TATAATCGGAGCTCTTTCGAGAGCTCTTCTGGTTTGGTTTGGACCTCTAGTCC
TGCAACTTGAGGTAATCAAGATGCATAATAAATAACGGATTGTGTCCGTAATC
ACACGTGGTGCGTACGATAACGCATAGTGTTTTTCCCTCCACTTAAATCGAAG

GGTTGTGTCTTGGATCGCGCGGGTCAAATGTATATGGTTCCATA

The corresponding amino acid sequence (determined by CLC Workbench

software) was

MSYSITTPSQFVFLSSAWADPIELINLCTNALGNQFQTQQARTVVQRQFSEVWKPSPPQVTVRFPDSDFKVYRY
NAVLDPLVTALLGAFDTRNRIIEVENQANPTTAETLDATRRVDATVAIRSAINNLIVELIRGTGSYNRSSFESSSGLV
WTSSPAT

Mice sera was titrated by ELISA and produced the following results for serial dilution testing (table

1).

TMVcp-immunized

Control mice sera
0 0.000
2 1.906
1 1.592
0.5 1.119
0.25 1.034
0.125 0.476
0.0625 0.330
0.03125 0.148
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Table 1: ELISA quantification of the sera from immunized mice against TMV coat protein

To investigate the regions of TMVcp that were recognized by serum of
immunized Balb/c mice, 49 overlapping decapentapeptides based on the deduced
amino acid sequence of the protein were synthesized as an array on a cellulose
membrane. Figure 1 shows the results for serum from mice inoculated with porcine
parvovirus (A; negative control) and serum from TMV-immunized mice (B) when
incubated with membrane-bound peptides. Significant antibody binding was
observed with the latter serum compared to the control, which showed no
detectable binding. Figure 2 shows the decapentapeptides sequences and the
signal intensity of the positive samples (columns) after correction for the control.
The underlined amino acids shown on the right side of Figure 2 correspond to

previous reports of epitope mapping (49, 87, 288).

We found five strongly reactive regions: A10-A16 (residues 28-60), A20-A23
(residues 58-81), B4-B7 (residues 85-108), B16-B17 (residues 121-138) and B20-
B24 (residues 133-159), and two weaker or less reactive regions: A4-A7 (residues
10-33) and A25-B1 (residues 73-90). The strong binding regions corresponded to

a-helices that mainly projected away from the RNA binding site.

Initial protein analysis with CLC Workbench 5.5® and Lasergene DNAStar®
showed that the TMVcp had a calculated molecular mass of 17,636 Da, an
isoelectric point of 5.67 and an aliphatic index of 85.8 with 75 hydrophobic residues

(A,F,G,I,.L,M,P,V,W; frequency of 0.472) and 57 hydrophilic residues (C,N,Q,S,T,Y;
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frequency of 0.358). Figure 3 shows the antigenicity and hydrophobicity profiles

predicted with the Hopp-Woods and Kyte-Doolittle algorithm, respectively.

Antigenicity and hydrophobicity predictions for the TMVcp identified a region
between amino acid positions 28 and 60 that scored well for both parameters
(Figure 3). Analysis of Figure 3 shows that the two plots were very symmetrical and
appeared as a near mirror image of each other (in the Hoop-Woods plot apolar
regions have negative values while in the Kyte-Doolitle plot these regions have
positive values). The Kolaskar and Tongaonkar “antigenicity plot” (294) also
predicted antigenic regions at positions 16-39, 42-48, 68-77, 79-88 and 104-125
(not shown). Together, these findings identified four major peaks of antigenicity
that corresponded to the regions where the epitopes were mapped. The peaks in
these regions were polar in nature and were also accessible in the Kyte-Doolittle
plot. In contrast, the regions containing residues 30-70, 90-120 and 135-145 had

negative values, i.e., they were hydrophilic.

Prediction of solvent-accessible areas

The exposed fragments were studied by using surface accessible area
software to assess which regions were available for further interactions such as
antibody binding or capsid assembly. This software takes into account polarity,
hydrophobicity and atomic radius to calculate which residues are located on the
surface or buried within the protein. The results, depicted as scores given by the
algorithm, are shown in Figure 4. The regions identified in this analysis are

normally exposed on the surface of TMVcp and mediate the multiple interactions
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involved in capsid assembly in infected cells; they are also considered to be

protective epitopes.

Based on the biochemical properties of each amino acid residue it is
possible to predict the accessible area of a given protein and to determine which
residues are exposed or buried within the structure of the protein. Other
parameters taken into account by the algorithm include the solvent accessible
surface area and atomic solvation. Residues with values >60 (threshold) are
considered to be located externally (on the outer surface) while those with values
<60 are located internally (within the molecule). The residues identified on the
surface of TMVcp were 3-15, 21-37, 57-60, 64-67, 99-105, 108-112, 126-135 and

142-154.

The susceptibility of TMVcp to proteasomal cleavage was assessed using
the IEDB algorithm defined by Nielsen, Lundegaard et al. (2005) and the Prediction
Algorithm for Proteasomal Cleavage, which uses two different prediction algorithms
for proteasomal and immunoproteasomal cleavages (305). Several regions yielded
high scores with these methods, indicating presence of sites that were potentially
available for cleavage. Figure 5 shows the proteasomal cleavage predictions for

the IEDB and PAProC algorithms (NN and SVM, respectively).

The TAP binding affinity was assessed with the IEDB (306) and TAP Hunter
(307) algorithms. As shown in Figure 6, several regions were found to be suitable
for binding. The regions that had high values but did not correlate with the

predicted proteasomal cleavage sites and with our experimental results were not
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considered. The IEDB method revealed a similar landscape to that of quantification
in the membrane and identified two peaks that correlated with our experimental
findings. Amino acid residues 20-35, 47-58, 77-84 and 94-104 had the highest
scores and were possibly associated with the TAP transporter; these regions were
also identified in epitope mapping. The TAP Hunter prediction algorithm also
identified four broad regions of the sequence that were comparable to our
experimental findings overlapped with the results from the IEDB prediction. The
regions identified by these methods must also have high binding affinities for MHC

class | receptors in order to be efficiently exposed outside normal cells.

Figure 7 shows the results for the analysis of alleles Dd, Kd and Ld using
the IEDB database for MHC class | of Balb/c mice. These results reflect the
peptide affinity for the MHC complex based on the database predictions. The
affinity of a given peptide for the complex was proportional to the corresponding
score. All three predictions identified a region spanning residues 3 to 16 as having
high affinity. The affinity of the region that included residues 60 to 90 varied among
the three predictions but was higher than for the fragment before it. The scores for
alleles Dd and Kd in this region were similar whereas that for allele Ld was lower,
with all three alleles showing different binding affinities in this region. The highest
score for the H2Dd prediction (82-89) was -0.4 compared to -0.2 for the Kd region
of residues 71-77 and -0.03 for the Ld prediction the region of residues 79-86. Of
the three alleles only Ld was able to bind peptides in the region spanning residues
103-110. The terminal regions of TMVcp had similar binding regions although there

was a progressive decrease in the binding affinities of alleles Dd, Kd and Ld. The
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greatest differences in the TMVcp peptide affinity scores were seen with alleles
H2-Kd and H2-Ld. H2-Dd had low scores when compared to the other alleles and
did not match the higher binding scores when the results from the three methods

were combined with the overall scores (figure 8).

The MHC class Il epitope predictions provided by the IEDB and
CBS/Expasy servers were used to analyze the possible responses of
macrophages and dendritic cells to a challenge with TMVcp. Figure 9 shows the
results for the prediction of the two alleles IAd and IEd in Balb/c mice. The IAd
allele recognized four long regions as possible binders to the MHC class I
encoded by it; these regions were also detected in our experiments with TMVcp-
immunized Balb/c mice, indicating that they were important in macrophage and T
and B lymphocyte interactions and modulation. The MHC class Il binding canyon
allows the interaction of long peptides, even full proteins, provided that the 9-15
amino acid size limit is respected (282); (283). Interaction between antigen
processing cells (APC) and T lymphocytes leads to rapid cell proliferation and cell
signaling as part of the immune response. The subsequent T CD4 and B cell
communication that modulates antibody production and memory follows strict rules
(284, 285), and the end result is the binding of the endosome-lysosome-processed
protein to the MHC class Il complex, via CLIP. As shown here, the theoretical
predictions and the experimental data yielded coherent results for the binding of
IgG to epitopes on the membrane and high scores for the corresponding regions in

IAd allele prediction. These findings suggest that there is a difference in the binding
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affinities of the IAd and IEd alleles in two regions (residues 30-70 and 105-115)

that needs further investigation.

The BEpiPred online software identified six regions with positive values that
corresponded to positive predictions (Figure 10). Some of these regions were also
detected by the spot technique, e.g., regions formed by residues 50-75, 100-115
and 140-155. This method found linear epitopes based on the TMVcp protein
sequence. Based on the scores provided by this method, the first sequence of
eight residues (3-10; SITTPSQF) corresponded to the first and second spots of
the first line; the second linear epitope had 24 residues (89-112;
TRNRIIEVENQANPTTAETLDATR) that corresponded to spots 2-9 of the second
line, although experimentally only spots 5-9 were detected (Figure 1B). The third
linear epitope had 12 residues (146-157; SSGLVWTSSPA) and corresponded to

spots 22-25 spots, of which only spots 22-24 were detected experimentally.

The TMVcp sequence was subsequently mapped for discontinuous epitopes
using the EpiPred and IEDB algotihms, with the crystal structure of TMVcp being
used as the input. Figure 11 shows front (left) and rear (right) views colored
according to the predictions (BepiPred) (panel A) or shown in yellow on the
structure predicted by IEDB (panel B). Both methods yielded similar results. Eight
residues (7, 37, 39, 43, 47, 50, 134, 147) had single interaction points and three

regions (63-66, 90-106, 140-143) were also predicted to be discontinuous.

Discussion
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There is extensive structural information for TMV, particularly the capsid
protein TMVcp. In this study, we used spot synthesis technology to map the
epitopes of TMVcp that interact with B and T cells. The structural properties of
TMVcp predicted by bioinformatics were also used to support our experimental

results.

The literature provides in-depth information about the antigenic profile of the
TMV coat protein. Several authors mapped the purified protein to identify which

epitopes are recognized, in different animal models (87, 91, 103, 308, 309).

In our experiments we did not find significant binding in the first 42 peptides
of the TMVcp, in contrast to previous results for the first ten peptides (308) and for
peptides 19 — 32 (103) using polyclonal sera. Our results agreed with the literature
for the positive regions found in our experiment. The regions described as positive
are 34 - 39 (308), 55 — 61 (310) and 62 — 68 (309). Our results detected binding in
the region 31 to 60, with the strongest binding located at regions 34 to 51 and 43 to
60. The region located at peptides 58 through 81 is also described as positive and
by polyclonal sera (region 55 to 61 and 62 to 68). Positions found by both poly and
monoclonal antibodies (MAbs) in the literature corresponds to regions from peptide
80 to 90, 105 to 112, 115 to 134, 134 to 146 and 153 to 156 (88, 90, 104). Our
results showed positive binding for the region 85 to 108 with the strongest signal in
residues 88 to 102 (spot 30). We did not find binding in the region from residues 97

to 132, in contrast with previous results (88, 289) but concur with other reports (90,
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104) for the regions within residues 121 to 144 (spots 41 and 42) and 133 to 159

(spots 45 to 49).

Concerning the model used to investigate the antigenic profile of TMV,
Anderer used tryptic peptides and an ELISA-fixed complement detection system
with polyclonal and monoclonal antibodies (90). The work from Al Moudallal et al.
used sera from immunized chicken and MAbs (104), and Altschuh and Van
Regenmortel verified the problem in mapping the epitopes on a protein by means
of MAbs (310). Other reports confirmed later on that longer proteins should be
used in order to correctly address the antigen presentation process (98, 102, 311).
The spot technique allows for this to be done and restricting the experiment to a
mouse model along with epitope predictions specifically for this animal model

provides a fast and accurate epitope mapping strategy.

The antigenic determinants of proteins are generally located in exposed
polar, hydrophilic regions. Consequently, the accessibility and flexibility of these
segments are greater than those of other potential epitopes located deeper in the
three-dimensional structure of the molecule. As shown here, a Kyte-Doolittle plot of
the TMVcp sequence revealed that the regions involving amino acid residues 30-
78, 80-120 and 130-150 had negative values (Figure 3). These regions
corresponded to the epitopes with higher binding intensities identified in the
prediction analyses. Similar results have been described elsewhere using different,

less accurate methods and animal models (30, 87, 98, 286).
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Several studies have demonstrated a correlation between experimental data
and bioinformatics prediction results for complex processes such as proteasomal
cleavage, TAP binding affinity and MHC binding (228, 244, 293, 304, 312-314). A
similar correlation was also observed here for the binding of TMVcp-derived
peptides to MHC Class | and Class Il in mice. Since TMV does not replicative in
mice it is unlikely that mechanisms other than the usual intracellular antigen
processing pathway were activated, i.e., there was probably no activation of
antigen processing cells (APC) such as macrophages and dendritic cells that
express only MHC class Il epitope binding sites. In this context, the
proteasome/TAP/MHC | predictions in the present study were done only for
comparison since no mouse cells express receptors for TMVcp, although dendritic
cells undergo autophagy and express both classes of MHC (163, 315, 316). The
Balb/c alleles studied here were chosen from the IEDB site. A number of studies
have shown the effect of amino acid replacements on protein function, e.g., the
effect of mutations on the activity of influenza A polymerase (317, 318).
Modification of capsid proteins may lead to a defective virus and consequently to
an inability to assemble the virion particle, thereby hindering new infections (319,
320). We did not examine the functional domains of TMVcp since the ExPaSy
functional domain prediction software did not find any additional functional domains

in the TMV amino acid sequence used as the query sequence.

Hydrophobicity, flexibility, accessibility, the presence of turns, an exposed
surface, polarity and antigenic propensity were parameters used to predict B cell

epitopes. In general, turns occur on the surface of proteins and are generally
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accessible and hydrophilic. In contrast, the core is mostly devoid of water
molecules (237). In the case of herpes simplex virus type | VP5 capsid protein the
secondary structure is important for antibody binding and even a minor
modification can affect antigen identification by the immune system (321, 322).
TMVcp has at least three major hydrophilic regions that span residues 30-70, 90-
120 and 140-150; all three regions were also found to have higher binding

capacities.

Based on the cutoff used for the binding of mouse IgG to the membrane the
TMVcp epitopes were found to be located in residues 31-60, 85 - 108 and 133 -
159. The IEDB tools showed that these regions had a higher probability of
proteasomal cleavage. These results were complemented by the predictions of
TAP-binding affinity. The predictions of binding to MHC class | took into account
the combined results of the three prediction methods and the alleles used for this
approach were based on the Balb/c immunological profile, which includes only
three MHC alleles (Dd, Kd and Ld) available from the IEDB and CBS servers. The
variation in the predicted binding observed with this method probably reflected
structural differences in the MHCs that influenced MHC-peptide interactions (323).
In this context, in silicio analysis revealed different possible bindings for each allele
tested and the detection of antibody binding to those were experimentally
confirmed (Figures 1, 2 and 7). In general, the CBS server analyzed residues
individually whereas the IEDB used 9-mers in its analysis of each allele in the three

major antigenic regions identified experimentally.
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These three antigenic regions were also evaluated with the IDEB and CBS
servers using MHC class Il prediction software. The regions predicted to show high
affinity binding were also found to be positive in the spot synthesis. Peptides
derived from the segment containing residues 37-69 had lower ICsy scores by the
SMM method in allele IAd whereas for allele IEd the lowest scores were observed
with the longest segments. In the latter case, the peptides were derived from a
segment containing residues 34-85. These findings suggest that these regions are
not only immunogenic and must be further investigated. However, we could not
confirm it experimentally at this time. When comparing the binding affinities of the
restricted alleles for MHC class | and class |l receptors one can find that the

regions predicted to be of high affinity were different among the predictions.

The B cell prediction software found this region to be of great importance,
with the highest values being found for residues 46-66, in agreement with our
experimental results. The discontinuous B cell epitope prediction found this same
region to be important and longer (stretching from residue 33 to 90), with two
peaks being predicted within this region. These two peaks are separated only by a
few residues (61-63), which markedly decreased the binding probability according
to the algorithm used. The identification of these residues agreed with the theory

governing their prediction.

B cells are of particular interest because their surface receptors are formed
by rearrangement mediated by IgGs. Consequently, positive epitopes recognized

by mouse IgGs and possibly presented via MHC Il may be associated with B cell
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predictions through crosstalk with APCs. This possibility was examined by using
several B epitope prediction engines, the results of which are shown in Figure 8.
The parameters mentioned above were correlated to the location of continuous
epitopes. As a result, five TMVcp regions were predicted to be B-cell epitopes. The
shortest epitope was the first in the sequence and spanned residues 18-20 while
the longest one was the second and spanned residues 52-64. The IAd and IEd
alleles were chosen for this analysis. Peptides below the I1Cs, cutoff, i.e., those with

the best predicted binding affinities, are shown in Figure 9.

The results described here agree with other reports for this virus and data
from reference centers on TMV studies support our spot synthesis results;
however, the epitopes that we identified differed from those reported in these other
studies. In Balb/c mice, the inoculation of TMV the first ten overlapping
pentadecapeptides of TMVcp did not produce marked signs of antibody response
(Figures 1 and 2). Van Regenmortel and cols (1999) reported that these regions
are important epitopes. However, the use of several different models to obtain the
results described by these authors could have led to different immune responses
against the same antigen (as shown for MHC class | alleles in Balb/c mice) thereby

making it difficult to interpret their findings.

In conclusion, the findings reported expand the epitope mapping of the
TMVcp on mice models. We found discordant regions first regarded as well-
defined epitopes that did not bind antibodies in the present study, suggesting a

more careful exploration of different antigen processing machineries of the animal
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models chosen. Using prediction algorithms for comparison the results produced
were in agreement with the experimental data. Epitope mapping is an effective
tool for measuring and identifying which regions from a given protein binds
effectively any antibody response and if used together with in silicio predictions
should provide a powerful instrument for deciding best options for epitope-based
vaccine design, which can be confirmed thoroughly and further assessment of
those decisions. Future studies should assess the extent to which the exposure of

different protein surfaces in mutant TMVcp can elicit different immune responses.
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Figure 1: Peptide reactivity of serum from mice immunized with
porcine parvovirus (A, negative control) compared with serum from mice
immunized with native TMV (B). Peptides were generated from the TMVcp
sequence by spot synthesis on cellulose membranes. After incubation with
sera the membranes were scanned and digitalized for spot quantification. (C)
Scheme of peptide localizations on the membrane. The corresponding

pentadecaptides are shown in Figure 2.
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Figure 2: Epitope mapping results based on Figure 1, expressed as

spot intensity in A. U. (arbitrary units) . The length of the columns reflects the

extent of immunoreactivity (spot intensity, as quantified with TotalLab Quant

Software and

corrected

the

corresponding

pentadecapeptides are listed on the left and right. The underlined amino

acids on the right indicate epitopes identified in previous reports (30, 87,

286).
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Figure 1: A — Antigenicity plot generated with the Hopp-Woods
algorithm. This plot identifies polar and apolar regions within the TMVcp
sequence (apolar regions have negative values). B — Hydrophobicity plot
generated with the Kyte-Doolitle algorithm. Regions with positive values are

hydrophobic.
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Figure 2: Solvent accessible surface area scores for TMVcp. Scores
above the threshold of 60 indicates residues exposed on the surface of the

protein.
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Figure 5: Predicted proteasomal cleavage of TMVcp based on the IEDB
(A) and PAProC (B) algorithms. In (A), the X axis represents the TMVcp
sequence divided into decapeptides (segments of 10 peptides each) (324). In
(B), the X axis shows the amino acid position in TMVcp. In this case, a
greater cleavage strength indicates a higher probability of cleavage by the
proteasome complex (305). IEDB = Proteasome Cleavage Prediction by
Neural Network. PAProC = Proteasome Cleavage Prediction (human wild type

).
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TAP binding score

TAP Hunter binding prediction results for the TMVep
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Peptide position

Figure 6: TAP-binding regions of TMVcp predicted using (A) Support
Vector Machine TAP (IEDB algorithm) and (B) TAP Hunter. In (A), scores >-40
indicate possible binding sequences (306). In (B), positive values indicate

possible TAP binding. The TAP Hunter algorithm identified several regions
with low probability scores (325).
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Figure 7: MHC class | predictions for TMVcp. A, B and C — MHC
predictions for Balb/c mice alleles H2-Dd, H2-Kd and H2-Ld, respectively.

Higher scores indicate sequence-specific affinity for the allele coded MHC.
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Figure 8: Combined overall results for the three Balb/c MHC class |

alleles. Arrows indicate epitopes that were identified experimentally and

predicted by bioinformatics tools (267). Inset: Spot intensities quantified by

densitometric analysis of the spot synthesis membrane.
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Figure 9: Identification of the TMVcp regions capable of binding to
MHC class Il epitopes (243). The binding affinities of TMVcp
pentadecapeptides to mouse MHC class Il were predicted based on SMM
alignments for alleles H2-IAd (A) and H2-IEd (B). In both panels, the higher
the score the greater the affinity of the pentadecapeptide for MHC class II.
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Figure 3: BepiPred scores for prediction interactions between TMVcp

and B cell epitopes. Positive scores correspond to predicted epitopes.
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Figure 4: BepiPRED and IEDB B cell discontinuous epitope predictions
for the Protein Data Bank (PDB) file 3J06 A chain. BepiPRED-predicted

epitopes on TMVcp are indicated in color (blue: low binding probability; red:
high binding probability).
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Abstract

High hydrostatic pressure (HHP) induces virus inactivation due to structural
changes on the virus. Since the virion is partially preserved, immunogenic
properties can be preserved, so it is an interesting method for developing new

vaccines. The present work goals were to access the HHP inactivation of avian
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metapneumovirus (aMPV), an upper respiratory tract disease of turkeys and
chickens, both in vitro and in vivo. We observed a time dependent inactivation of
aMPV. The exposure at 250 MPa in 60 min reduced viral infectivity by 3 to 4 orders
of magnitude in a pressure and time dependent manner. Results from the in vitro
experiments were consistent with the in vivo results regarding antibody production
and inactivation measurements. This work highlights the importance of the HHP

method by comparing experimental results with other inactivation methods.

Key words: Avian Metapneumovirus, High Hydrostatic Pressure, Inactivation

Introduction

The family Paramyxoviridae encompasses enveloped, negative-polarity,
single stranded RNA of approximately 15 kb with embedded projections ranging
from 13 to 15 nm (326). The genera Metapneumovirus, as defined in 2000 by Seal
and colleagues (327), comprises viruses that infect humans causing mild
respiratory infections to severe complications to the respiratory system (328, 329),
but the genera is better known for its avian pathogens. Avian metapneumoviruses
(aMPV) have been implicated in the upper respiratory tract disease of turkeys and
chickens, which is known as turkey rhinotracheitis (330). The virus has also been
associated with the swollen head syndrome (SHS) of chickens. As first described
in South Africa in the late 1970s (331), avian metapneumovirus soon appeared in
Europe and the Middle East (332). The disease has now been reported in all the
major poultry-producing areas in the world except for Australasia. The avian
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metapneumoviruses are divided into three well-defined subgroups (A, B, and C),
with enormous impacts in avian culture as reviewed by several authors (326, 330,
333, 334), economic losses and health risk issues are the main concerns related to
this patogen. Their genomes encode for 10 separate genes, and, among these
products, there are at least three immunogenic proteins, the fusion protein F,

attachment protein G and the small hydrophobic protein SH (335).

The use of high hydrostatic pressure (HHP) makes it possible to control the
dissociation of viruses, oligomeric proteins and other subcellular assemblies (208).
For many oligomers, there is a substantial hysteresis between their compression
and decompression dissociation curves, suggesting the formation of a defective re-
associated form that relaxes slowly to its native conformation (210). For
multisubunit protein systems such as viruses, reassembly becomes even more
difficult and, in some cases, stable but defective assemblages are formed (48, 208,

210).

HHP can have a disruptive effect on living organisms by either destroying or
inactivating microbial cells through a combination of physiological and biochemical
effects on the microorganisms, as demonstrated by studies from our group (48,
208, 210, 336). Currently, several viruses have been investigated to better
understand their observed inactivation mechanisms and to determine a way to

control the spread of viruses in a more effective way (337-339). The results from
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these studies are promising. After being exposition to higher pressures, viral titer

reductions was common and immunogenic particles were formed (202, 214, 339)

Pressure selectively alters the properties of molecules and complex
biological systems by breaking non-covalent associations while the covalent
structures of individual molecules are maintained intact. This feature generates
interest in the use of pressure for the production of viral vaccines. The precise
relationship of capsid proteins with each other, the lipid membrane, when there is
one, and nucleic acids should be responsible for specific infectivities, while an

intact covalent structure of proteins is necessary for immunity (338, 340-345)

Therefore, for to better understand the inactivation mechanism of high
hydrostatic pressure and its influence on the immunological determinants of avian

metapneumovirus, the present research was performed.

Materials and methods
Virus samples and cell lines

A chicken embryo-related (CER) cell line and tracheal ring primary cultures
were maintained in Modified Eagle Medium (MEM) supplemented with 10% bovine
fetal serum for 48 h in 5% CO, partial pressure (37 °C) at an inicial concentration of
5 x 10° cells/ml. The aMPV sample utilized is a Brazilian isolate known as the

Swollen Head Syndrome strain 119-BR (SHS-119-BR), which was isolated and
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identified by our laboratory (346, 347) maintained in primary cultures of tracheal

rings and then in a CER cell line.

Antigen production

A viral sample was absorbed to the monolayers of confluent CER
monolayers in a 100 TCID50/ml dilution and incubated for one hour at 37 °C for
viral adsorption. The cells were then washed with PBS and replenished with
maintenance medium (MEM supplemented with 1% FBS). Upon evidence of
cytopathic effects, supernatants were collected and titrated using the improved

method of Reed and Muench (348). Samples were frozen at -80 °C.

In vitro high hydrostatic pressure effect on aMPV samples

Equipment

Briefly, a special steel alloy pump with three quartz optical windows was
used. Pressure was generated by a piston that pumps ethanol through the metallic
ducts. The piston was manually operated, and an analog manometer was used to

read the generated pressure.

Effect of increased hydrostatic pressure on aMPV infectivity
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Inside a laminar flow chamber, 2 mL of a 2. x 10° viral particle solution was
used. It was placed in a sterilized quartz cuvette, sealed with a modified sterile
polyethylene tube heated on one extremity and then pressurized. Each sample
was prepared individually prior to taking readings. Previously titrated aMPV
samples were exposed to different pressures over 60 min and titrated again under
atmospheric pressure. A sample that was not submitted to high-pressure treatment
was used as a control. Every pressure point was performed in triplicate.

Procedures were made as described previously (336).
Effect of higher exposure time points at 250 MPa on aMPV infectivity

Viral samples containing 1 mL of a 2. x 10° TCID50/ml were exposed to a
fixed pressure point of 250 MPa through eight different time points (20, 30, 60, 80,
90, 100, 120 and 150 min) at 27 °C. For each time point, a separate cuvette was
prepared, and, after the pressure exposure, the viral sample was brought to
atmospheric pressure and titrated. Each time point was performed in triplicate, and

the method was performed in triplicate.
In vitro beta-propiolactone (BPL) effect on aMPV infection
Concentration dependence on aMPV infectivity

A concentrated BPL solution (Sigma, St. Louis, USA) was diluted to final
concentrations of 0,2%, 0,1%, 0,05%, 0,025% and 0,02%, and aMPV samples
were incubated for two hours with gentle agitation at 37 °C. Viral-BPL solutions

were then kept at 4 °C to block BPL activity, and the solutions were titrated.
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Partially inactivated viral-BPL solutions were previously prepared and used as

positive controls. Negative controls consisted of BPL solutions and cells.

Effect of a combined HP-BPL treatment on aMPV infectivity

The inactivating effect of BPL treatment on aMPV was studied by examining
a sample's chemical exposure in two different time points at 250 MPa. One sample
mixed with BPL (prepared to a final concentration of 0.025%) was placed in a
quartz cuvette, sealed and submitted to a pressure of 250 MPa for 20 and 30 min.
Afterwards, the pressure was returned to nominal values and, alongside with a
control sample not submitted to HP treatment, the samples were titrated, and the

procedure was repeated.

In vivo effect of HP treatment on aMPV immunogenicity

All in vivo studies were conducted on white specific pathogen free (SPF)
Leghorn chickens bred in the Laboratory of Uberlandia, Minas Gerais at the

Federal University of Minas Gerais.

Evaluation of the immune response of a HP-treated aMPV challenge in

chickens

One-day-old SPF chickens (20) were inoculated with a HP-inactivated
aMPV sample (SHS119-BR), which is a procedure previously standardized at 120
min of exposure at 250 MPa with and without Freund's adjuvant (336). Sera from
immunized chickens were used to determine the HP effect on aMPV's

immunogenicity. Particle functionality was studied through immune response
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pattern comparisons between birds inoculated with the SHS-119-BR reference
strain and the HP treated sample. Another experiment to access antibody titers
enrolled two-week-old chickens (40) that were divided into four groups. To
determine the antibody titer against aMPV, blood samples were collected
immediately before and thirty days after day one of the experiment. The birds were
examined daily for observable changes. Group 1 birds were inoculated with HP-
inactivated aMPV samples subcutaneously through the neck and intramuscularly in
the thigh. A booster dose was performed 15 days after the first inoculation. Group
2 birds were inoculated with HP-inactivated aMPV dissolved in a mineral oil
emulsion following the same procedure described for group 1. Group 3 birds were
inoculated with an untreated aMPV sample, and group 4 birds were used as

negative controls
Neutralization assay

To determine circulating antibody titers, the method of Habel was used
(349). The serum neutralization assay was performed as described by Collins et al.
(COLLINS; 1993). Briefly, sera were inactivated at 56 °C for 30 min. Using 96-well
plates (Corning, St. Louis, USA), 200 ul of antibiotic-supplemented medium was
added per well. Subsequently, 50 pl of each serum sample to be tested was
added, and base 2 dilutions were performed. Finally, 50 ul of previously titrated
virus samples was added, and the plates were incubated for 1 h at 37 °C. To each
well, 100 pl of chicken-related embryo cells (CER — at 5 x 10° cells/ml) were added

to each well, and the plates were maintained for five days until a cytopathic effect
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was evident. Serum positive (SHS-119-BR) and negative controls against aMPV
were produced using this same procedure in our laboratory, and each plate had its
own cellular control. Neutralizing titers are expressed as base 2 logarithmic values
of the highest dilution with a 100% effective inhibition of CPE. Titers lower than 1:4

were considered negative.
BPL effect on aMPV immunogenicity

Immune responses of SPF birds inoculated with BPL-inactivated aMPV

samples.

Two variables were analyzed: the immune response pattern and exposure
to BPL combined with HP-inactivating methods. Previously standardized samples
were used in vitro, and the same experimental design was employed. Fifteen-day-
old SPF birds (30) were divided into three groups. Blood samples were drawn from
the brachial vein of each bird from all groups before the virus samples were
administered and then again after thirty days. Afterwards, neutralizing antibodies
from these birds were used for titrations as described above. Group 1 birds were
inoculated with 1.0 ml of a 5 x 10° TCID50/ml aMPV solution previously inactivated
with 0.1% BPL with MOE adjuvant through two administration routes, in the neck
and intramuscularly in the thigh. A booster dose was administered following this
same protocol. Group 2 birds were inoculated with a HP and BPL combined
inactivation strategy, maintaining the same conditions of inoculum, routes and
booster procedures. Group 3 birds were inoculated with culture media for control

purposes. The birds were examined daily for clinical signs of the aMPV infection.
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HP effect on aMPV immunogenicity, field study branch and challenge with

virulent SHS-119-BR

Five-week-old SPF chickens (60) were divided into 3 groups (30, 15, 15).
These birds were immunized with HP-inactivated aMPV samples and challenged
with the wild-type strain, SHS-119-BR. Antibody titers were determined using
ELISA and neutralization assays during the study period of six months to evaluate
positivity until the posture period. Blood samples were taken at weeks 6, 8, 10, 12,
14, 17, 21 and 23. Group 1 birds were inoculated with HP-inactivated aMPV, as
previously described, and challenged after 30 days (10-week-old birds) with the
wild-type strain through two routes: 1.0 ml intranasally and 1.0 ml intraocularly. The
group 2 birds were challenged during this same time period but were not primed
with HP-inactivated aMPV. The group 3 birds were used as controls and housed in

a separate room to avoid cross contamination.

ELISA

Flockscreen TRT (Guildhay Ltd, England), a commercial antibody diagnostic
kit, was used as an indirect method for aMPV A and B subtype detection. Briefly,
serum samples were diluted in PBS (1:500), and 50 ul of the dilution was applied to
96-well plates in triplicates. Positive and negative controls were included. The
plates were covered and incubated for 60 min (37 °C) and washed with a buffered
solution and sodium azide. Anti-chicken conjugate (50 pl) was added to each well.
After the incubation period and wash procedure, 50 ul of enzyme substrate was
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added to each well, and the reaction was incubated for 30 min (37 °C). Stop
solution was then added, and spectrophotometric readings were performed at 550
nm on a microtiter plate reader. Data sets were plotted as base 2 logs,

corresponding to each optical density read.
Statistical Analysis

Linear regressions were calculated to better access the viral titers during the
experiments. A student’s t-test was performed to access the results. An alpha of
5% was considered. All calculations were made using the Origin Pro 8 software

package.

Results

Virus titration

Mean titers obtained for the aMPV SHS-119-BR strain tested were

3.16 x 10° TCID50/mL. This virus was used as a starting point to all experiments.

HP effect on aMPV samples
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A range of pressure from 0 to 150 MPa had little impact on virus titers, and

inactivation rates were higher up to 250 MPa. Figure 1 depicts the downward slope

at higher pressures, up to 300 MPa. Based on these data, 250 MPa was employed

in our experiments.

Mean aMPV titer TCID, /mL)

[

1000000 [ .
X TT— ]

- . =

100000 | =
F n ]

10000 | E

i o ]

L \l J

1000 | .

i 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 .

0 50 100 150 200 250 300
Pressure (MPa)
Figure 1: Effect of hydrostatic pressure on aMPV titers (inoculum of 3.16 x 10° TCID50/ml). Viral

suspensions were exposed for 60 min at pressures of 50 through 300 MPa.
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Effect of prolonged exposure at 250 MPa on aMPV infectivity

Viral samples retained the ability to replicate in cell cultures after
exposure of up to 100 min of 250 MPa HP treatment. Figure 2 shows different time
points where an aMPV sample was exposed to a pressure of 250 MPa. A mean
base 2 logarithmic point reduction was observed when virus samples were
exposed to 250 MPa for 30 min, and up to 4 and 5 log reductions upon exposure

times of 60 min and more, and after 100 min, respectively, were also observed.

Figure 2 illustrates reduced aMPV infectivity after a high-pressure treatment
over the time points studied. Linear regression of the obtained viral titers was
calculated to better adjust a line to the data points (R?>>0,8). Based on these data,
a linear model could be created to adequately describe the aMPV inactivation
kinetics under HP treatment, thus providing a reliable model to determine infectivity
reduction over time. There was a correlation between incubation periods, and a
reduced infectivity allowed for this sample to be used as a standard in this study

(120 min at 250 MPa).
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Figure 2: Time dependence of aMPV inactivation at 250 MPa. (*): no detected virus.

Effect of BPL treatment including combined with HHP in reducing aMPV

infectivity

Beta-propiolactone (BPL) is an alkylating agent that reacts with various
nucleophilic agents, including nucleic acids and proteins. BPL is a colorless liquid,
soluble in water and modifies the structure of nucleic acids after reacting mainly
with purine residues (notably guanine). BPL induces the formation of DNA strand
breaks as well as cross-links between DNA and proteins from the DNA strands of
the double helix. BPL has also been used in hospitals in the form of gas for

sterilizing thermolabile products.

Our study on the effect of BPL on aMPV was intended to provide
parameters to compare the efficiency of high hydrostatic pressure as an
inactivating method against this chemical agent. BPL exposure showed
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concentration-dependent inactivation of viral replication with the greatest levels of
inactivation seen with 0.2% BPL treatment and incomplete activation seen with
0.05% BPL treatment. The 0.05% condition was employed for the subsequent

experiments.

Figure 3 shows a marked reduction in aMPV infectivity when the
treatments were combined, that is, a pressure of 250 MPa combined with a

0.025% BPL treatment reduced viral titers up to 5 logs.
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Figure 3: Effect of time exposure in BPL on aMPV infectivity, the isolated effect of 0.025% BPL and the
combined effect of the BPL-HP treatment. Close squares: HP (250MPa). Open triangles: 0.025% BPL treatment.

Open squares: Combined BPL-HP treatment. (*): no detected virus.

In vivo study on the HP effect of aMPV immunogenicity
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Immune response of chickens against HP-inactivated aMPV

The in vivo immunogenicity of the HHP inactivated samples was then tested.
Two weeks after the inactivated virus was administered, there were similar titers of
generated antibodies both in chickens inoculated with HP-inactivated virus and
with non-inactivated virus, and a similar viral titer was observed (Table 1). Similar
response levels were registered for samples with and without the adjuvants, when
comparing the immune responses generated both with the HP-inactivated virus

and the BPL-inactivated virus .

Table 2: Neutralizing antibodies from SPF chickens after 21 days p.i. with HHP-inactivated aMPV samples

and control samples

Viral suspension Neutralizing titers* p (Student’s t-test)

HHP aMPV-inactivated samples without 7,6 (0,5) 0.15
adjuvants

HHP aMPV-inactivated samples with 7,6 (1) 0.28
adjuvants

Native aMPV samples with adjuvants 7,8 (0,6) NA

Control non-inoculated birds negative NA

SHS-119-BR # 7,8 (0,3) NA

Mock Infected— # negative NA

* Logarithmic values. Standard deviations in parenthesis * Laboratory internal controls.

BPL effect on aMPV immunogenicity

Immune responses of SPF chickens inoculated with BPL-inactivated

samples and BPL-HP-inactivated samples.
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It was observed that 80% of the birds immunized with aMPV/0.1% BPL-
inactivated samples had higher antibody titers when compared with those
immunized with the combined treatment of 0.025 BPL and HP. The control
inoculated samples showed only background levels of antibodies titers, as shown

in Table 2.

Table 3: Antibody titers from SPF chickens 21 days p.i. with 0.1% BPL inactivated aMPV and with 0.025%

BPL-HP inactivated aMPV

Viral suspension Neutralizing Antibody p (Student’s t-test)
titers
BPL (0.1%)-inactivated aMPV sample, adjuvant 7,1(0,7) 0.006
used MOE
BPL (0.025%)-inactivated aMPV sample under 250 6,1 (1,4) 0.001
MPa of HHP for 30 min, adjuvant used MOE

Control non-inoculated birds negative NA
SHS-119-BR * 7,8 (0,3) NA
Mock Infected” negative NA

*! Logarithmic values. Standard deviations in parenthesis. ** Laboratory internal controls. NA: Not
applicable

HHP effect on aMPV immunogenicity

Immune responses of SPF chickens inoculated with HP-inactivated

samples.

The mean neutralizing titer 13 weeks after challenge was 6.8. Of the total of

27 birds in this experiment, nine presented neutralizing anti-aMPV antibody titers
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greater or equal to 7, whereas 2 birds presented a titer > 6. Eight birds presented

titers of > 5, and 8 birds presented antibody titers of > 4.

The variation of neutralizing antibody titers obtained for the negative control
group, which was formed by birds only challenged throughout the assay, was used
as a reference. Only two weeks after the challenge with native aMPV, the birds
presented serum conversion (antibody titers higher than 3.0). A strong immune
response, indicated by a peak in antibodies, was detected 4 weeks after the
challenge. The birds remained positive until the end of the experiment, with values
lower than those observed for birds inoculated with HHP-treated aMPV samples
before the challenge. Even though the negative control group was housed in a
different room to avoid being infected with viral particles during the challenge
phase, there was a small response in the negative control group observed in blood

samples taken between 9 to 13 weeks after the challenge from the control groups.

Table 4: Neutralizing antibody titers after inoculation of aMPV samples
subjected to HHP (120 min at 250 MPa) followed by challenge with native aMPV.

Table shows the results from the ELISA testing of the collected sera.
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Age (/w) Treatment Positive Positive

bird birds /
antibody Inoculated
titers
(range)
6,5 HHP inoculation - 0/30
8 Booster with HHP 892-1109 3/30
sample
10 Native aMPV 988-1726 12/30
challenge
12,5 993-4372 26/30
14 1002-4536 22/29
17 1212-2302 17/28
20,5 825-1901 13/28
23 932-1401 14/27

Discussion

Although not yet fully understood, it is known that after pressurization, virus
envelope proteins suffer a conformation rearrangement, which confers a loss of
infectivity to the virions, but retain their immunogenicity. This phenomenon has
been reported for viral particles of importance in human and animal health, which
makes this finding very valuable as an alternative for the production of viral

vaccines (204, 205, 339, 345, 350). .
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Several genera have been studied based on this finding, but currently no
data have been presented on the effect of high pressure on paramyxoviruses. The
results of this study indicate that the suspensions of aMPV that underwent HPP
treatment generated similar antibody titers to BPL treated samples and to naive

virus samples, as confirmed by our immune response experiments.

Mathematical models for predictions on the kinetics of the infectivity loss of
viral particles are crucial to vaccine design (345). However, empirical experiments
are still required to validate these models. The initial viral titers obtained from
maintenance growth in tissue culture were low (10°-107 DICT50/ml) in comparison
to other studies (10° to 10" TCID50/ml), as expected for this virus (351-353). High
pressure causes a concentration-dependent disassociation of protein aggregates
allowing for the study of the behavior of individual proteins (351). High pressure is
able to dissociate some viral particles, as well as oligomeric proteins, irreversibly or
partially reversibly when returned to atmospheric pressure. Therefore, there is a
pattern of reversibility in the dissociation and recovery of native properties, which is
determined by the size and number of subunits of the protein and the added

complexity of the interactions in the original aggregates (214, 217, 219, 351).

The appearance of defective particles after pressurization is most likely
analogous to the formation of oligomers that have undergone conformational drift.
Viral particles display a pattern of greater complexity compared to oligomeric
proteins. Among these complexities are interactions with the capsid and nucleic

acids and, in enveloped viruses, those of the capsid with membrane-embedded
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proteins. On aMPV, surface glycoproteins G (attachment) and F (fusion) induce the
production of neutralizing antibodies (327). These viral proteins are anchored in the
membrane and are in contact with the capsid proteins via the matrix protein (M). It
has been speculated that the matrix protein is a site of action of HHP on enveloped
viruses, such as AMPV, which fully or partially inactivates the particles while
maintaining its immunogenicity. Using VSV as a model, Silva et al. (351)
suggested that the electrostatic nature of the protein interactions between the virus
and the cell receptor after the HP treatment could be the determining factor of
sensitivity to dissociation by pressure. These authors used this approach to
interpret the strong effect of pressure on the infectivity of VSV and maintaining the
immunogenicity of the particle. In our work, the HP effects were evaluated both in
vitro and in vivo models to access the impact of this treatment on aMPV replication

and immunogenicity.

Two studies using electron microscopy have provided evidence that
pressurized viral particles are morphologically altered, specifically their enveloped
viral proteins, and associated this result with inactivation and an increased
immunogenicity (204, 205, 351). Our results show that the virus retained
immunogenicity after inactivation, as seen by the reduced titers observed after
HHP treatments. Microscopic observations of HSV-type 1 and HCMV after
pressurization indicate that pressures in the range of 300 MPa lead to damage of
the viral envelope with a loss of the ability to adhere to VERO and Hela cells

(Nakagami et al., 1992).
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After incubating samples of the Mayaro virus for 3-8 hours at 250 MPa,
Gaspar (214) observed that changes were only detected on the virion surfaces of
those samples pressurized for 8 h. The drop in infectivity studies of these
suspensions showed that this virus is not resistant to pressure, and these same
observations were made during our experiments (Figure 1). These observations
suggest that high pressure induces conformational changes and disturbances that

contribute to a reduction in viral replication.

Tian et al. (341) exposed Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) samples to
pressures in the range of 240 MPa. Observations using electron microscopy
illustrated changes on the surface of the envelope particle. Although not infective,
pressurized samples displayed greater capacities to generate immune responses

than non-pressurized samples when inoculated into rabbits.

These results, which were observed in several experiments, indicate that
there is a net effect from HHP on membranes and on surface-exposed proteins
that this phenomenon affects the infectivity and immunogenicity of viral particles.
Adaptation to the seabed may be taken into account when explaining the effect of
HHP on membranes. In fish collected at different depths, the amount of
unsaturated lipids is related to the hydrostatic pressure of the natural habitat, thus
ensuring a constant fluidity in a given location. Low temperatures and high
pressure both act in the same manner in making biological membranes more rigid,
reducing their fluidity, and possibly interfering with their functions (354, 355) thus

suggesting a possible alternative mechanism by which HHP is thought to modifiy
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membrane rigidity that needs further investigation to be confirmed. Nevertheless,
as stated by Lou et al., the HP method has effect on the virus envelope and / or the
virus capsid and the pH and temperature restrictions imposed by their experiments
had an envelope-independent effect and varied substantially among the three
viruses tested, but in conclusion the HP method was concluded to be efficient in its

purpose (353).

These observations suggest that HHP inactivates enveloped viruses
through injuries to the structure of the envelope. Such evidence suggests a
hypothesis that might explain the effect of high pressure on the pattern of infectivity

and immunogenicity of pressurized aMPV.

In vitro studies demonstrated that the higher the pressure of incubation, the
greater the reduction in AMPV infectivity (Figure 1). There was a low rate of
inactivation up to 150 MPa. Beyond this pressure the rate of inactivation

significantly increased.

The results presented in Table 1 show that the decrease in AMPV infectivity
when exposed to a pressure of 250 MPa from 100 min was >5 log and from 120
min was >7 or 8 log. These data were obtained by extrapolating the straight line
calculated using the linear regression of the observed viral titers. Similarly, an
exposure time of 150 min reduce the infectivity of the virus suspension to >8-9 log.
Figure 5 also shows that when the samples were exposed to the increased
pressure for a longer period of time, AMPV inactivation was more efficient,

therefore becoming a safer suspension for use as a vaccine. These results
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demonstrated that AMPV has a significant susceptibility to high pressure and that

its degree of inactivation is dependent on the exposure time to pressure.

Greater sensitivities have been reported for some retroviruses: 10 min of
exposure to 400 MPa led to a reduction of >7 log for HSV-1, 4 log for HCMV and
5.5 log for HIV type 1 (204, 205). IBDV has a higher sensitivity at 0 [JC, which is

decreased by >4.5 log after 60 min of exposure to 230 MPa (341).

Studies with non-enveloped viruses indicate that the effect of high pressure
on these viruses results in permanent conformational changes of their viral capsid
proteins. Pontes noted that the pressurization of the bovine rotavirus (UK strain)
and simian (SA 11, variant 4S) resulted in infective and immunogenic particles
(212). Dimers of VP4 in the form of spikes in the superficial layer of the particle
would be more exposed to the effects of pressure. However, its immunogenic
activity is maintained because of the structure of this protein, which is strongly
linked to its internal capsid. A similar result has been observed for IBDV VP2. A
suspension of pressurized IBDV undergoes inactivation; however, it is processed
via the internal mechanisms of antigen presentation and is still able to generate

immunogenic antibody titers, which is similar to native particles (Tian, et al., 2000).

In Table 2, it is shown that 0.05% AMPV is resistant to BPL, but the
suspension is completely inactivated at concentrations of 0.1 and 0.2%. Below
0.1% and after 2 h of contact with this agent, the initial population of the viral

suspension decreased >4.5 log. Exposure for 1 h at a final concentration of
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0.025% led to a 3 log reduction in infectivity while two hours of exposure to this

same concentration led to a 4 log reduction.

The results of the kinetic studies on AMPV inactivation allow for
comparisons of the effect of pressure and BPL alone and in combination on the
viral suspension (Figure 6 and Table 3). When the virus was exposed to pressure
alone (250 MPa for 60 min), at least a 3 to 4 log reduction in AMPV infectivity was
initially observed at 10’ TCIDso/mL. This same pattern of inactivation was observed
when this viral suspension was exposed to BPL at 0.025% for 60 and 120 min. The
combination of the two agents (BPL at 0.025% and 250 MPa for 30 min) resulted in

a marked increase in the inactivation of the virus.

The inactivating effect of incubating the isolated VSV under pressure (250
MPa) was increased by 3 log when combined with 1 M urea for 30 min (Silva et al
1992). Based on the observations of Gaspar (2000), after 180 minutes of
pressurization (up to 200 MPa), a suspension of Mayaro virus decreased 7 log in
viral infectivity; however, total inactivation of the suspension was not possible. A
single exposure to UV light (104 erg/mmz) for 30 minutes reduced this virus’s initial
population by 99%. Because the combination of these two agents was more
efficient, less power (103 erg/mm?) was required to obtain a similar inactivating
effect. These results suggest that the effect of pressure on the molecular
determinants of the infectivity of viral particles might be enhanced by both chemical

and physical agents known for their inactivating properties.
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The maintenance of immunogenicity has been explained by some authors.
The fusion of viral particles to the membrane of the target cell is an input stage of
the particle in the host. In enveloped viruses, this process can occur directly
between the virus and the membrane of the cell while, at a neutral pH, the process
is similar to what occurs for HIV and AMPV. Indirect melting occurs when there is
the formation of an endocytic vesicle that fuses with the cell membrane in response
to a reduced pH (Gaspar, 2000). An intermediate state of fusion has been
observed in several enveloped viruses but not in others. During the fusion with the
cell membrane, there are changes in the conformation of the protein layer, as well
as with envelope proteins, which leads to temporarily inactive particles. This
phenomenon can also expose previously hidden epitopes that are essential for the
generation of an immune response. When studying rotavirus, (212) observed
similar changes to those described for HIV and for the influenza virus by Nakagami
et al. (204). The envelope glycoproteins of these viruses undergo conformational
changes triggered by the cell receptor, indicating their native state is metastable.
Irreversible conformational changes in membrane glycoproteins caused by
pressure changes resemble those that occur in vivo during the intermediate state
of fusion. Gaspar et al. (214) used pressure as a method to characterize the active
state of fusion using Sindbis and influenza, two enveloped viruses, as a model.
Pressure induces the inactivation of influenza with a concomitant decrease in
hemagglutinating activity. Therefore, pressure produces a similar effect to what is
observed when the virus binds to cell receptors. La Casse et al. (356) suggested

the use of fusion for complex subunit vaccines for HIV. These authors used
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formaldehyde for the fixation of complex cells and virus immunogens generated
from the molten state. These immunogens generated an antigenic response in
many HIV isolates. Although this technique effectively places a cap on the
extensive phase purification of a virus/cell mixture, the advantage of this technique
is that the pressure produces a particle in a state that generates an adequate
immune response in a more simple and controlled manner, which could be an
alternate hypothesis to explain our results. For the group of birds inoculated with
only aMPV, titers similar to titers obtained in birds inoculated with pressurized
samples were observed (average = 7.6; Table 3). The aMPV is not considered a
virus that generates a strong immune response in birds. The neutralizing sera titers
obtained from chickens inoculated with the pressurized samples are considered
within the normal range for this virus when there is seroconversion, and titers less
than 3 are considered negative for this virus Some authors have reported an
increased immunogenicity in viral samples upon HPP treatment (212, 341).
Suspensions of rotaviruses and inactivated IBDV under pressures of approximately
250 MPa generated neutralizing antibody titers higher than when rabbits were
injected with native virus samples (212, 341). These results indicate that
hydrostatic pressures induce highly immunogenic viral particles. These authors
suggested that, for enveloped viruses, an increased particle immunogenicity after a
pressure treatment may be due to the exposure of antigenic sites positioned
throughout the membrane and that these sites, when at atmospheric pressure, are
not naturally exposed due to strong interactions between protein subunits. After

administration of the BPL-inactivated AMPV sample to the birds and two weeks
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after inoculation, 60% of the birds had neutralizing sera titers higher than 6, and
the remaining titers reached this level after 8 weeks (Table 3). The results of this
study indicate that the viral sample inactivated using BPL alone was capable of a
larger immune response in birds than the viral sample generated using a
combination of this agent and pressure but the use of BPL as an inactivating agent
might not be as safe as with HP. Obtaining immune responses comparable to BPL
was indicative of the ability of pressure to lead to conformational changes in the
AMPV particles’ antigenic sites, which maintains functional responses to the same
order of magnitude as those produced by this agent when used in the production of
commercially available vaccines. Thus, this suggests that HPP is method for

generating a vaccine candidates that is as effective as standard methods.

One of the goals of our experimental design included birds inoculated with
the challenge virus (reference strain) in pressurized samples, and it was possible
to observe the maintenance of a neutralizing anti-AMPYV antibody titer at, or near a

level above, that considered positive for post- immunization and challenge titers.

The birds that were 51 days old at the time of the first dose of the pressure-
inactivated AMPV sample seroconverted (neutralizing sera titer >3) only two weeks

after application of a booster dose.

Four weeks after the first inoculation, the mean titer of neutralizing
antibodies was obtained from four birds, and, 2 weeks after challenge, 40% of the

birds had neutralizing sera titers between 5 and 7 (table 4).
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The birds in the positive control group (only challenged) also displayed a
similar behavior in the fluctuation of neutralizing anti-AMPV antibodies (data not
shown); that is, the birds that received a pressure-inactivated AMPV sample
responded more quickly and strongly to a challenge with a virulent sample than the
control birds. An antibody peak was recorded for the control birds (maximum titer
of neutralizing antibodies = 8) only 5 weeks after the challenge. Jones et al. (1988)
reported a similar variation in antibody titer in trials with AMPV experimental
infections in birds, finding that the neutralizing sera onset of clinical symptoms was
low. However, 5 to 7 days later, there was a peak in antibody production, whereas
4 weeks later the titer decreased. These authors emphasized that neutralizing
antibodies persisted for approximately 4 to 5 weeks, and its titer generally
decreased after this period. Neutralizing sera antibody titers (in growing chicken
embryo trachea) of approximately 10 were determined by Cook et al. (357) when
testing an experimental vaccine for the turkey rhinotracheitis virus for 4 weeks.
Two weeks after inoculation with the attenuated vaccine, the authors found the
highest neutralizing sera levels, falling from 8 to 10 weeks after inoculation. This
pattern of response most likely refers to the stage of the immune response
normally observed in young birds one to two weeks after contact with the

inactivated virus samples.

The results obtained for the antibody titers, as determined using ELISA,
were in agreement with those obtained by neutralizing sera. Two weeks after
inoculating the birds with the pressure-inactivated sample, only 20% of the birds

showed seroconversion to aMPV. The antibody titers increased from this period
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onwards, and, during the application of the challenge with the virulent AMPV
sample, 80% of the birds already had antibody titers above the cutoff of the ELISA.
A peak antibody titer was observed 4 weeks after application of the challenge,
reaching a range of 10 to 12.4. Then, a drop was observed in the antibody titer,
which remained until the end of the study. Similar results have been reported by
several authors performing experiments evaluating inactivated vaccines (336, 344,

358).

After application of the challenge, 100% of the birds were aMPV positive,
and, by the end of the experiment (17 weeks after application of the pressurized
aMPV sample), 75% of the birds remained in this condition. We observed a
decrease in antibody titer, as determined by ELISA, from the moment of the
application of the attenuated vaccine and up to 2 weeks after the vaccination (from
10.0 to 7.8). In the periods 8, 16, 24 and 29 weeks after the vaccination, the
obtained titers fell even more, below the level considered positive (presence of
anti-TRT). The antibody titer was increased 8 weeks after application of the
inactivated vaccine, which featured a strong immune response in the birds to this
type of vaccination (increase in the titer: log2< log216 to 7). The authors concluded
that the inactivated vaccine conferred a more efficient immune response against
the AMPV to the birds. Cook et al. (1999) characterized the AMPV isolated from
turkeys displaying a respiratory disease in the U.S. (Colorado strain) and
conducted experiments on chickens (SPF) and turkeys (aMPV-free from maternal
antibodies) that were kept in isolation. The birds were vaccinated with the

attenuated vaccine (aMPV of two subgroups: A and B) at one-day-old and
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challenged with the virulent aMPV strain at three weeks of age. Their antibody
titers were determined throughout the experiment (up to 10 days after challenge)
using ELISA plates prepared with aMPV, subgroups A and B, and aMPV/isolated
Colorado. In the present work, the control birds and challenged unvaccinated birds
displayed antibody titers (<7.0 to 10.8) similar to those obtained after immunization
and a challenge with aMPV. The antibody titer of the vaccinated birds after three
weeks was 7.0 to 10. Ten days after the second vaccination, these titers increased,
reaching values 9.4 to 13.3. Therefore, the lack of apparent clinical signs indicated

the efficiency of the vaccine for protecting the birds against the studied.

One purpose of this study was to produce an inactivated sample, which
would prevent the addition of a new strain to the environment or the possibility that
the strain used does not confer cross-protection during exposure to different
serotypes, that is, aMPV-A or B without the risks involved in chemical inactivation
in larger scales. For use as an inactivated vaccine, a viral suspension must meet
certain requirements. The most fundamental is proof of safe inactivation, and the
particle must retain its immunogenicity, which is dependent on its integrity. In view
of the results obtained for the aMPV in this study, the pressurization of viruses
meets these two basic requirements for a vaccine formulation, as described above.
The use of pressure in the preparation of inactivated vaccines may have some
advantages over methods such as chemical inactivation or attenuation. Particles
can reverse attenuate after a certain period of time and lead to the disease that

they were designed to prevent. The use of subunit vaccines has the disadvantage
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of generating a less efficient immune response than that generated by the

presentation of part of the particle.

Pressurized aMPV suspensions are as effective as particles that have not
been pressurized to generate neutralizing antibodies to seroconvert, therefore
protecting the inoculated organism from a possible iliness when exposed to a wild
strain. The results of the present study suggest that these suspensions could be

used as immunogens for the preparation of inactivated vaccines for aMPV.
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