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Resumo 

O presente trabalho visou mapear os epítopos de preparações do Vírus do 

Mosaico do Tabaco (TMV), modelo experimental importante, nas formas nativas e 

inativadas por alta pressão hidrostática (HHP) que corresponde a um método que 

promove dissociação de proteínas oligoméricas e estruturas supramoleculares, 

além de combinações com variações de temperatura e também na presença de 

agentes desnaturantes. Foi feita a identificação dos epítopos pela técnica de spot

synthesis de peptídeo em membrana de celulose da proteína do capsídeo do TMV 

(TMVcp), a técnica consiste em arranjos planejados de peptídeos relacionados à 

TMVcp em quatro condições experimentais – HHP, ureia, HHP na presença de 

ureia e HHP em baixa temperatura. Soros de camundongos Balb/C previamente 

inoculados com a solução viral em sua forma nativa e também nos tratamentos 

experimentais separadamente foram utilizados e revelados através de reação 

enzimática derivada da interação entre anticorpos secundários 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 vírus cultivado em laboratório foi submetida a 

análises por algoritmos in silício – bioquímicos e imunológicos – para previsão de 

áreas de interação na superfície da proteína e também características antigênicas 

de produção de epítopos, relacionados exclusivamente ao modelo animal 

utilizado. A forma nativa do vírus elicitou resposta imunológica similiar à prevista 

pelos algoritmos, com diferenças importantes entre os relatos da literatura e 

nossos resultados. Nas condições de HHP e combinações experimentais as 
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previsões in silício discordaram dos resultados obtidos diametralmente em alguns 

casos. O conjunto de informações geradas in silicio foram mapeadas na 

cristalografia da TMVcp nativa e em combinação com dados obtidos 

experimentalmente verificou-se extensa alteração no perfil de epítopos expostos 

na superfície desta proteína, de acordo com os tratamentos físico-químicos 

empregados.  
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Summary 

The present study aimed to map epitopes from different treatments of 

Tobacco Mosaic Vírus (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 víruses 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 vírus 

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 Introdução 

1.1 O Vírus do Mosaico do Tabaco 

Durante os últimos anos, o vírus do mosaico do tabaco (TMV) foi submetido 

ao olhar de virologistas vegetais e historiadores da ciência. Com a comemoração 

de 100 anos da virologia, e em particular, da elucidação por Martinus Beijerinck 

que o TMV era um contagium vivum fluidum, ou seja, uma substância que mesmo 

filtrada causava infecção e podia mover através de um meio de agar. Esta 

propriedade, em uma comparação direta com as bactérias, permaneceu 

(contagium vivum fixum) (1, 2). Deste ponto em diante a ciência da virologia foi 

criada, ampliando o espectro de organismos causadores de doenças. As 

características gerais do vírus foram confirmadas pelo trabalho de Loeffler e 

Frosch em Foot and Mouth Disease Vírus (FMDV) (3) juntamente com a 

descoberta pelo canadense Félix d'Herelle (4) que as bactérias poderiam ser 

lisadas por pequenos vírus, cunhando o termo bacteriófago viria então a 

confirmação deste novo nicho da biologia.  

Na primeira metade do século XX o TMV foi eleito vírus modelo para 

estudos básicos em biologia vegetal, virologia (incluindo virologia médica), biologia 

estrutural, bioquímica, genética, imunologia e muitos outros campos da ciência 

que se beneficiaram das características elegantemente simples deste organismo. 

Estas histórias foram recentemente discutidas e contextualizadas em diversas 

revisões da literatura (5-8). Hoje, o TMV mantém seu lugar como uma ferramenta 
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robusta para a pesquisa em muitos campos importantes da ciência e também do 

ensino, bem como um modelo experimental e didático para os cientistas e 

historiadores. 

Parte da compreensão do sucesso de TMV como objeto de estudo depende 

da avaliação das práticas agrícolas e em particular do tabaco. A partir de meados 

do século XIX até o início do século XX, além do mercado potencial à época para 

expansão comercial do fumo, o tabaco ganhava importância como moeda de troca 

e também como ferramenta de pesquisa. Os estudos feitos por Beijerinck, e os 

dados preliminares, obtidos anteriormente por Mayer e Ivanowski, além de 

pioneiros estabeleceram informações importantes para a ciência virológica que se 

formava.  

Antes de descrever o estado atual de desenvolvimento do conhecimento 

em TMV é interessante observar como este vírus tornou-se uma valiosa 

ferramenta para a biologia. No nível mais básico, o objetivo dos cientistas da 

época não era estudar o TMV, mas obter uma compreensão fundamental da 

causa da doença do mosaico do tabaco, prejudicial à produção de tabaco naquele 

momento com perdas expressivas em termos de produção, como veremos 

adiante. O trabalho com TMV era pragmático: a doença do mosaico reduz a 

produção e qualidade do tabaco, portanto, um corpo de conhecimento deveria ser 

construído para solução do problema. A doença do mosaico era aparentemente 

familiar aos produtores de tabaco na Holanda, antes mesmo do primeiro relatório 
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de um aluno de Wageningen em 1857 (9). Adolph Mayer confirmou esta 

observação trinta anos depois: 

“Nas regiões dos Países Baixos, onde o cultivo de tabaco floresce, isto é 

nas províncias de Gelderland e Utrecht, não tem prevalecido durante muitos anos 

uma doença da planta cultivada, a qual parece ser muito importante para chamar 

a atenção das ciências agrícolas, porque o dano causado por esta doença é 

frequentemente muito grande e eu mesmo sei casos em que, quando manifestada 

a doença, o cultivo do tabaco era abandonado inteiramente em um determinado 

lugar” 

Nesse manuscrito, Mayer usou a identificação de bactérias com a 

apresentação formal dos postulados de Koch em 1884 (10) como um modelo para 

sua pesquisa. Avanço importante dado por Mayer para o desenvolvimento de 

virologia foi a descoberta "que o sumo de plantas doentes obtidos por trituração 

produzia uma determinada substância infecciosa para plantas saudáveis“. Mayer 

também escreveu uma nota curiosa a respeito de seus controles negativos: "Seiva 

de plantas saudáveis não produzem a doença, como já comprovado 

experimentalmente, embora para alguns pode parecer supérfluo, tentei isso". 

Embora Mayer tenha falhado em sua tentativa de estabelecer a etiologia, tendo 

concluído que "a doença do mosaico do tabaco é uma doença bacteriana", o seu 

relatório pode ser considerado monumental em um campo totalmente novo de 

pensamento e de investigação. Mayer artificialmente transmitiu, pela primeira vez, 

um agente causal incultivável e invisível ao microscópio. Isso durante uma época 
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em que Pasteur objetivava solucionar um problema semelhante com a raiva, e 

avançou pouco na direção da causa destas doenças peculiares como fez Mayer. 

Ivanowski também descreveu a doença do tabaco (11), em paralelo com a 

descrição publicada por Mayer, mas concluiu que o agente, capaz de passar 

através de filtros de porcelana era, provavelmente, uma toxina bacteriana. 

Portanto, não 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 difusão em agar, e 

em seguida utilizado para infectar plantas saudáveis, reproduzindo a doença do 

mosaico do tabaco (6-8, 11). No início 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 intenção pragmática em reforçar a economia dos Estados Unidos, 

que incluia os mercados locais e internacionais, transportes, mecanização, bem 

como a saúde, educação e bem-estar dos seus cidadãos. À época, o centro 

político e filosófico do país girava em torno da agricultura. Esta inclinação política 

do país em promover práticas inovadoras agrícolas foi, em grande parte, resultado 

da Land-Grant Morrill Act (1862), somada a Agricultural Experiment Station Act 

(1877), e a criação do United States Department of Agriculture (USDA) em 1862, 

dispositivos legais para a manutenção dos objetivos citados. O Homestead Act 

(1862) e a conclusão da ferrovia transcontinental (1869) foram os passos finais 

para garantir a expansão da agricultura e de novos assentamentos em todos os 
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Estados Unidos, garantindo jurisprudência, infraestrutura e, portanto, segurança à 

economia dependente da produção agrícola. 

Como a teoria microbiana foi aceita à época e a identificação de fungos e 

bactérias como agentes de doenças de plantas tornou-se lugar comum, a 

fitopatologia também ocupou posição de destaque na melhoria das culturas e 

prevenção de doenças no final do século XIX. As estações experimentais 

agrícolas e faculdades direcionadas à pesquisa científica para a melhoria das 

culturas, e promoção da saúde e o bem-estar social de ambos os agricultores e os 

habitantes das cidades proliferaram. Embora o USDA tenha feito essa transição 

em direção ao aprofundamento do conhecimento de causa para a melhoria da 

resistência e da cultura, o entendimento de patógenos estava ainda em sua 

infância. Muitas doenças não eram conhecidas, seus ciclos replicatios complexos 

ainda obscuros e práticas ou técnicas de prevenção, por consequência, 

geralmente ineficazes. 

Para entender o porquê TMV tornou-se um sistema modelo, parece lógico 

começar com uma visão geral do tabaco. Tabaco foi uma colheita altamente 

rentável para os Estados Unidos por quase três séculos, impulsionando o 

desenvolvimento social, econômico e político, 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 (à taxa de 1 

centavo por unidade de peso)” (16). 
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O tabaco foi encontrado em toda a América e nas Índias Ocidentais 

(arquipélago das Antilhas). Quando os exploradores espanhóis chegaram no que 

é hoje o Yucatan, no México, no início do século XVI, as populações 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, Índia, Japão, Rússia, 

possivelmente China, e na costa oeste da África. Como os europeus se instalaram 

na América, o cultivo de tabaco foi relatado em Jamestown por 1612. As 

exportações aumentaram rapidamente, relacionada à também crescente demanda 

e à dependência 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 milhões de quilos de 

tabaco em folha, a cada ano, principalmente para a Europa, com um valor de 

aproximadamente US $ 24 milhões (18-20). Em 1919, cerca de 50% da safra 

mundial foi produzida por agricultores norte-americanos, mantidos pelo modo de 

produção escravo dos estados sulistas. Por exemplo, mesmo com as intensas 

práticas de colheita de cultivo e pesados, 457 milhões de quilos de tabaco foram 

produzidos no Kentucky em 1919 (21). O valor hipotético e potencial de todas as 

culturas agrícolas dos EUA em 1919 era US $ 16 bilhões, destes, a parcela 

atribuída ao tabaco respondia por 542,5 milhões de dólares (14), esclarecendo o 

interesse no avanço de pesquisas neste campo. O Tabaco foi também uma 

importante fonte de receita para o governo dos EUA. Com 8 quilos de tabaco 
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consumido per capita nos Estados Unidos em 1919 e 23 bilhões de cigarros 

disponíveis para o consumo interno naquele momento (21), o tabaco tornou-se 

uma parte arraigada da cultura americana e por consequência, do mundo, 

observando a inserção do incentivo ao hábito em meios de divulgação 

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). Graças à crescente 

dependência do mercado americano na produção agrícola do tabaco, agentes que 

comprometessem os númerros citados eram do mais alto interesse. Em 1902, 

Woods do USDA escreveu um relatório que confirmou as experiências de Mayer e 

Beijerinck. Ele observou que a doença do mosaico do tabaco "ocorre mais ou 

menos em todas as áreas de tabaco do país e é muito comum na Europa". A 

doença não é de fácil 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 preocupação econômica 

significativa, por exemplo, no Kentucky o período de 1939 a 1959, o tabaco 

respondeu por um terço dos lucros provenientes da agricultura, e os produtores 

dependiam de soluções práticas para controlar o TMV (14, 18, 23, 24). 

Contemporâneo a esse fato, o TMV estabeleceu-se como um vírus 

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

Sistemas-modelo foram e continuarão a ser uma chave na solução de 

problemas em muitos em ciência. Por definição, os modelos são a força motriz 

para etapas independentes de descoberta, desenvolvimento e invenção, sejam 
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eles matemáticos em essencia (33-36), ou biológicos propriamente ditos, e tem 

função na descontrução dos problemas em partes controláveis e reprodutíveis, 

como propunha Descartes em seu “Discurso do Método”. Embora muitos 

organismos sejam vistos como sistemas-modelo, poucos atingem o padrão de 

qualidade estabelecido pelo TMV. Alguns organismos bem estabelecidos como 

modelos (tais como camundongos, Drosophila melanogaster, fungos e leveduras, 

além de Caenorhabditis elegans) são essenciais para estudos que ampliem a 

nossa compreensão de biologia celular e processos de doença, mas resultados de 

impacto, similares aos atingidos com o modelo do TMV, somente foram atingidos 

muito tempo depois, comparativamente. Biólogos vegetais têm contribuído para 

esse esforço grandemente com a geração de seqüências genômicas de 

Arabidopsis e do arroz, abrindo uma nova era para a genética e a biologia 

integrativa e permitindo a comparação molecular entre animais, plantas, 

microrganismos e vírus (37-40), gerando, por exemplo, teorias importantes de 

evolução molecular e de cooperação genética (Muellers Ratchet, Red Queen 

Hypothesis, Black Queen Hypothesis) muito importante e com grandes 

implicações atualmente (tratamentos contra HIV dependentes do monitoramento 

contínuo da evolução intrahospedeiro das espécies virais resistentes). Em 

fitopatologia, vários organismos-modelo foram definidos e extensivamente 

estudades, principalmente o vírus do mosaico do tabaco, o ponto central desta 

tese. O aspecto primordial na definição de um sistema modelo é pragmático e 

indaga sobre a utilidade/aplicabilidade. Como sistema experimental, TMV e o 

tabaco ganharam sua reputação por trabalhos em muitas áreas da biologia, 



 

9 

 

incluindo fitopatologia. O TMV além de protótipo para discussões sobre a 

conceituação de Vírus foi e é uma importante ferramenta (31, 32, 41-48) de estudo 

e compreensão (por analogia ou diretamente) dos mecanismos gerais de 

interação patógeno e hospedeiro, tais como interações macromoleculares em uma 

célula normal, automontagem de capsídeos, transmissão célula a célula de 

informações genéticas, regulação celular entre tantos outros aspectos que esta 

disciplina atualmente estuda. 

Do ponto de vista prático, algumas das propriedades de TMV que o 

tornaram um sistema modelo são: acumulo rapido com títulos elevados em plantas 

infectadas, não é transmitida por insetos, fungos, ou nemátodeos, mas é 

facilmente transmitido por fricção-inoculação, e os sintomas causados pelo TMV 

são de fácil identificação em plantas (figura 1). O vírus também é estável durante 

anos ou mesmo décadas em condições ideais, decorrencia direta da estrutura e 

organização das informações que este organismo codifica. Outra consideração 

importante é a gama de hospedeiros capazes de replicar este virus. O TMV infecta 

facilmente o tabaco e outras plantas da família das  solanáceas além de mais de 

200 outras espécies, mais uma vez tornando-se muito adaptável ao laboratório, 

estufa, e experimentação de campo. Muitos dos trabalhos seminais associados 

com TMV residiam nos campos da química e da física, celebrados e discutidos em 

outras revisões tratam da importância deste modelo (29, 30, 32, 49-54). Alguns 

dos avanços na tecnologia e / ou conceitos sobre vírus foram possíveis porque 

este em particular mostrou-se receptivo aos rigores do ambiente laboratorial. Em 

essencia, descreveu-se que muitas estirpes de vírus do mosaico do tabaco 
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constituem material particularmente favorável para a análise, devido à sua 

natureza química relativamente simples e facilidade de purificação (55-58). 
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Figura 1: Doença do mosaico do tabaco em Nicotiana rustica. A: Planta sadia. B: Planta infectada pelo 

TMV (7). Observa-se à esquerda desenvolvimento normal com estatura e folhas maiores na condição sadia, quando 

da infecção por TMV verifica-se neste exemplo diminuição de estatura, comprometimento das funções de 

crescimento e obtenção de energia. 

O TMV também tem espaço como um modelo didático por muitas das 

mesmas razões já citadas que o popularizaram como um sistema experimental 

excepcional. Em demonstrações de larga escala é um vírus de escolha – por 

conta das características de cultivo e custos de produção, fundamentando em sala 

de aula conceitos sobre propriedades físico-químicas, genética, fenótipo em 

plantas de tabaco (por exemplo, lesões locais em plantas de N. tabacum 

expressando o gene M), e passíveis de detecção por testes e kits disponíveis 

comercialmente. Modelos didáticos também dependem muito de simbolismo, tais 

como mapas genéticos, para explorar a essência de um sistema. Por exemplo, o 

mapa do genoma TMV é prático e específico. Um desenho (figura 2) detalha a 

constituição genética (5'-replicase-MP-CP-3') de um vírus biologicamente ativo em 

uma planta hospedeira. 
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comparação das sequências de cDNA de contemporâneos do TMV (estirpes de 

laboratório) com amostras isoladas de folhas de tabaco, coletadas e armazenadas 

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

Uma característica que, até agora, transporta o TMV para além de outros 

sistemas-modelo, como Drosophila, camundongos, ou mesmo C. Elegans (60-64), 

é a composição deste vírus, em termos de oligonucleotídeos, genes e proteínas 

que o compoe, facilita os estudos em biologia básica e geraram aplicações para a 

biotecnologia (65). Por exemplo, na porção 5' terminal do genoma do TMV, uma 

região da sequência líder, chamada omega (�), foi definida como responsável 

pelo aumento da tradução em duas a três vezes a expressão daquela protina que 

o sucede, e portanto tem sido incorporada em vários vetores para aumentar a 

tradução de genes exogenos introduzidos para plantas transgénicas. 

Recentemente, determinou-se que � recruta eficientemente eIF4F, um fator do 

hospedeiro necessário para a iniciação da tradução de mRNAs (66). Um exemplo 

do mecanismo de replicação do TMV pode ser encontrado na figura 3. Além disso, 

cópias de cDNA de promotores RNA subgenômicos do TMV foram engenheirados 

em vetores para projetar a expressão estável de genes exógenos após inoculação 

por esfregaço destes cDNA infecciosos em plantas hospedeiras (37, 43, 67, 68). 

Estes são apenas dois exemplos de como a estrutura e função dos poucos 

nucleotídeos no RNA do TMV têm em ambos os casos aplicações de pesquisa, 

práticas e de base, estendendo-se o papel deste virus, portanto, como um sistema 

modelo. 
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Vários genes do TMV que inicialmente eram de interesse para o 

desenvolvimento de vários tipos de resistência em plantas também tornaram 

ferramentas-se importantes e sistemas modelo em causa própria, para estudos 

básicos em biologia vegetal. A proteina de movimento MP, com 30 kDa, tem sido 

utilizada para estudar os mecanismos de gating plasmodesmatal e análise de 

complementação da função do gene (isto é, a TMVmp pode suportar o movimento 

de vírus não-relacionados célua a célula), como discutido abaixo em detalhes. O 

cDNA da TMVcp também foi utilizado com sucesso para mediar proteção cruzada 

em plantas transgênicas (69, 70), e impulsionou o desenvolvimento da indústria de 

biotecnologia vegetal (6, 8, 12). 

Outros usos práticos para o TMV foram encontrados usando o vírus como 

um vetor para a expressão de genes exógenos (43, 46, 67, 71, 72). Por exemplo, 

a modificação do genoma do TMV (figura 2) através da adição de um promotor do 

tobamovírus, com um RNA subgenômico heterólogo para conduzir a transcrição 

do gene da proteína fluorescente verde (GFP), permitindo a observação direta de 

TMV em movimento em N. Benthamiana (73). Complexos eventos bioquímicos na 

célula, que determinam o destino de proteínas e a indução de respostas do 

hospedeiro para a expressão de genes exógenos, foram também identificados por 

silenciamento seletivo de proteínas do hospedeiro associados com resistência, 

como discutido abaixo. O TMV também é um bom candidato para estudar 

cascatas de eventos celulares que ocorrem quando proteínas deformadas são 

identificadas, seqüestradas, e / ou degradadas pelo hospedeiro, com particular 

atenção para a via ubiquitina/26S proteossomo (74). Estes estudos foram úteis 
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para o modelo de interações celulares e moleculares empregados nesta tese. Por 

exemplo, a doença de Parkinson está associada com perturbações na via 

ubiquitina (Ub), que interfere com a degradação da alfa sinucleína resultando em 

acumulos em placas proteicas. O TMV também foi usado para dissecar as 

conservadas e complexas interações que ocorrem na via Ub/26S do proteossomo, 

inclusive em estudos para a doença de Parkinson (75). Este tipo de extensão de 

nossa compreensão do TMV em biologia geral atende às expectativas de Bawden, 

previstas há mais de 50 anos, que os avanços no conhecimento do 

comportamento do vírus "terá repercussões em assuntos considerados agora 

muito remotos a partir de patologia vegetal". 

Na era da "ômicas" o TMV pôde manter seu status como um sistema 

modelo, ainda mais consagrado neste período. O TMV é um sistema modelo para 

a biologia contemporânea, tanto em conteúdo como em contexto. À medida que 

continuarmos a decifrar os detalhes moleculares do contexto de interações 

patógeno-hospedeiro e da biologia da célula eucariótica, o TMV continuará a 

figurar como exemplar ferramenta. 

Uma área-chave onde TMV sido utilizado como força direcionadora amplia 

nosso entendimento sobre o movimento do vírus e os determinantes da interação 

patógeno-hospedeiro para resistência a doenças. Muito deste trabalho foi iniciado 

por Francis O. Holmes (1899-1990), que fez duas observações importantes sobre 

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

como uma ferramenta para quantificar as infecções por ensaios de lesão local) (8). 

A característica mais marcante em plantas e animais é a arquitetura básica 

celular. As plantas têm paredes de celulose em células que fornecem suporte 

estrutural (no lugar de um citoesqueleto), que aparentemente seria proibitiva para 

a comunicação intercelular. Para superar as limitações aparentes de uma parede 

celular rígida, as ligações tubulares formadas entre o citosol de células adjacentes, 

que permitem a comunicação e transporte de moléculas pequenas são exploradas 

pelo vírus. Estas ligações, ou plasmodesmos, são 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 questão foi abordada pela produção de plantas 

transgênicas 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 sensível à temperatura de TMV e que a MP funcional 

localiza no plasmodesmos (PD) (76). Isto foi seguido pela observação do 

movimento do genoma do TMV através do plasmodesmos como uma longa e 

complexa ribonucleoproteína, fina (<2nm de largura), e composta de RNAg do 

TMV e TMmp (77). A TMVmp aumenta o limite de exclusão 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 hipótese que uma 

planta não-infectada pode também transportar mRNA de célula a célula ou através 

de longas distâncias pela formação de complexos de ribonucleoproteína com 
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Vários estudos relacionados utilizam o TMV para investigar os mecanismos 

pelos quais o transporte de proteínas do vírus e do hospedeiro foram bloqueados 

ou facilitados no tabaco. O estudo das características replicativas do TMV no 

tabaco estavam na vanguarda para determinar como as proteínas de movimento 

de vírus causam alterações físicas no PD, permitindo o trânsito de grandes 

macromoléculas. Uma década atrás, diversos estudos mostraram que a TMVmp 

por si só, expressa como um transgene ou pela microinjeção em células, permitiu 

medições diretas dos SEL utilizando marcadores fluorescentes marcadas com 

dextrano. Outro fato interessante relaciona a TMVmp acumulada no PD a outras 

observações sobre o desenvolvimento da célula vegetal. Por exemplo, a TMVmp é 

biologicamente ativa quando fosforilada, o que apontou para a descoberta de que 

quinases estão associados com o PD. Por sua vez, isso sugere que o hospedeiro 

utilize o PD como um mecanismo de propagação regular do trânsito de proteínas 

célula-célula (76, 77, 79). Além disso, proteínas do hospedeiro também podem 

contribuir para impedir o movimento. A pectina metilesterase (PME) é necessária 

para o crescimento e desenvolvimento normais da célula vegetal e que também 

pode estar envolvida na propagação do TMV. Partículas de TMV defeituosas para 

a proteina de movimento ligam PME menos eficientemente e o movimento célula-

célula é bloqueado. Em outra experiência, o silenciamento do gene foi utilizado 

para reduzir a expressão da PME em 80% na célula da planta, retardando o início 

da disseminação de longa distância (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 não garante 
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O tráfego intracelular do VRC para o ER cortical ocorre quer por difusão nos lipídios ou por tráfego vesicular. O 

VRC difunde através do Pd para células adjacentes por desmotubulos contínuos dependente do gradiente de 

concentração entre uma célula infectada e as adjacentes não 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 replicação do TMV foi 

identificada em membranas associadas ao retículo endoplasmático (ER) (82). 

Além disso, a TMVmp é colocalizada no RE, suscitando a questão sobre como o 

RNA do TMV complexado à TMVmp atinge o PD. Vários 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 

microtúbulos. A partir destas conclusões, determinou-se que ao menos uma 

porção da TMVmp é regularmente eliminada por uma proteína associada a 

microtúbulo (MPB2C) de N. tabacum, como um possível meio de interferir com (ou 

competir com) o transporte de célula a célula. Até agora, o papel celular dessa 

proteína expressa constitutivamente com 36 kDa é desconhecida. No entanto, é 

bastante possível que a localização aos microtúbulos induza a ubiquitinação e 

degradação, uma resposta de limpeza para dispor de proteínas deformadas ou 

agregados proteicos. Estudos recentes sugerem que a interação entre a proteína 

TMV 126-kDa e da proteína N desencadeia a via de degradação completa por 

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

suas proteínas como excelentes candidatos para modelagem, tanto da 
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manutenção de turnover proteíco, como também de estratégias de defesa na 

célula vegetal. 

Outras proteínas codificadas por N. tabacum foram identificadas com papel 

íntimo na orientação MP para o PD, incluindo NCAPP1, uma proteína 40 kDa com 

um domínio transmembranar amino-terminal que tem como alvo a proteína para o 

ER. Aparentemente a proteína NCAPP1 (isoladamente ou como um componente 

de um complexo macromolecular ou via) está associada com a função guia da MP 

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

As interações bioquímicas entre a maquinaria da célula hospedeira e o TMV 

foram avaliadas por abordagens diretas com base em ensaios duplo-híbridos para 

identificar proteínas do hospedeiro que interagem com a replicase TMV (em 

particular a região 50-kDa na porção C-terminal de 126 - kDa proteína replicase; 

figura 2). Esta estratégia resultou na identificação de várias proteínas do tabaco 

que estão associadas com respostas a tensões celulares, incluindo proteínas de 

choque térmico (HSP) e os componentes da via Ub/26S proteossomo (84). A 

técnica de silenciamento genético foi utilizada para confirmar algumas destas 

interacções e, em cada caso, o efeito produzido foi a redução ou abolição da 

resposta à infecção TMV, por exemplo, quando a Hsp90 foi suprimida, houve 

interferência no crescimento e desenvolvimento da planta, bem como resistência 

mediada pelo gene N (84). 

Mesmo eventos clássicos, como proteção cruzada estão abertas para 

reavaliação molecular. Por exemplo, uma estirpe atenuada do vírus 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 

proteção cruzada eficiente porque não produz sintomas e move-se 

sistemicamente. Este efeito protetor foi reduzido apartir da alteração de um único 

aminoácido na região 126-kDa do gene da replicase do TMV. A determinação de 

que esta estirpe atenuada é permissiva para silenciamento pós transcricional do 

gene fornece um mecanismo pelo qual a mutação L11A protege plantas 

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

1.2 Proteína do capsídeo do vírus do mosaico do tabaco 

As propriedades antigênicas do vírus do mosaico do tabaco (TMV) têm sido 

estudadas extensivamente, em muitos laboratórios, por mais de 50 anos (30, 87-

89). O TMV é um excelente imunógeno e anticorpos contra o vírus podem ser 

facilmente obtidos através de imunização de animais experimentais. Na década de 

1930, já havia sido observado que o antisoro produzido contra TMV foi capaz de 

neutralizar a infecciosidade do vírus Rappaport (1965). Após a proteína do 

capsídeo do TMV (TMVcp) ser sequenciada (90), tornou-se possível, pela primeira 

vez, localizar os sítios antigênicos de uma proteína viral em nível molecular. Dois 

sítios antigênicos de TMVCP foram escolhidos para análise nestes estudos 

iniciais: a região C-terminal, que corresponde aos resíduos 153 - 158 (90, 91) e a 

região do laço desordenado correspondente aos resíduos 93 – 112  (88). A figura 

6 mostra a cristalografia depositada da proteína do capsídeo do TMV.  
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quando os resultados semelhantes foram obtidos com vírus de animais (92). Os 

anticorpos obtidos por imunização de animais com tripeptídeo C-terminal, 

conjugado à TMVcp, também foi neutralizante. Um resultado interessante e 

inesperado foi a demonstração de que os anticorpos preparados contra um único 

resíduo terminal de treonina na TMVcp, acoplado a uma proteína transportadora, 

também foram capazes de precipitar o vírus (90, 91). Este resultado é 

provavelmente devido à localização particularmente exposta do resíduo C-terminal 

em TMVcp (93, 94).  

Os determinantes antigênicos para a proteína do capsídeo também foram 

estudados em maior resolução nos anos seguintes. Alguns dos anticorpos 

presentes em antisoros contra TMV reagiram de forma cruzada com a proteína de 

revestimento dissociada, ao passo que outros anticorpos reagiram apenas com 

virions intactos (95, 96). Foi sugerido por Aach (97) que os anticorpos virion-

específicos reconheceram determinantes antigênicos que surgiram por 

justaposição de resíduos vizinhos das subunidades das proteínas. Uma vez que o 

estado de agregação das subunidades virais influenciam propriedades 

antigênicas, uma série de termos foi introduzida para distinguir entre os diferentes 

determinantes antigênicos encontrados na superfície de virions e de subunidades 

dissociadas (98). Uma vez que os determinantes antigênicos foram referidos como 

epítopos (99), novos epítopos, que surgem nas subunidades virais polimerizadas, 

como um resultado da estrutura quaternária, cunhou-se o termo neotopos. 

Neotopos podem ser constituídos por resíduos de subunidades vizinhas, que por 

sua vez são reconhecidas como uma entidade única, por certos anticorpos. Por 
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outro lado, uma vez que os laços da subunidade que mantêm as patículas virais 

em conjunto vírus podem alterar a conformação das subunidades, novos epítopos 

conformacionais (neotopos) aparecem nos virions e não são identificados nos 

monómeros de proteína. Na prática, a base estrutural da especificidade de 

neotopos é quase sempre desconhecida, de modo que o rótulo neotopo é dado a 

qualquer epítopo do vírus que não está presente no capsômero per se. Quando 

subunidades polimerizam-se, uma porção da proteína superfície torna-se oculta e 

isso leva ao desaparecimento de determinados epítopos encontrados na proteína 

monomérica viral. Tais epítopos, que foram denominados criptotopos (87, 98-100), 

por tornarem-se acessíveis aos anticorpos somente após dissociação da partícula 

viral. 

Uma terceira nomenclatura, metatopo, foi introduzida para epítopos 

encontrados em ambas as formas nativas e dissociadas da proteína viral (30, 98, 

101). Inicialmente, a existência de anticorpos especificos para neotopos, 

criptotopos e metatopos foi estabelecida por experimentos de absorção cruzada 

(97). Depois da interação de antisoros TMVcp com partículas de vírus, anticorpos 

residuais reagem com as subunidades dissociadas para reconhecimento de 

criptotopos. Com o advento da tecnologia de hibridomas, tornou-se mais fácil 

distinguir estes diferentes antigenos com anticorpos monoclonais (102, 103) e 

também para mapear a posição de neotopos, metatopos e criptotopos na 

superfície de antígenos virais (102). Deve notar-se que nem todos os formatos de 

ensaios imunoenzimáticos (ELISA) são igualmente adequados para estabelecer 

se os anticorpos monoclonais (MAb) reagem com estes tipos de epítopos. A 
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natureza do antigênio que reage em ELISA pode ser visualizada quando o ensaio 

é realizado em associações com microscópio electrônico acoplado ao fundo dos 

poços de microtitulação, e o antigêno reativo é subsequentemente identicado pela 

imunomicroscopia (102). Imunomicroscopia usando anticorpos marcados com 

ouro são usados para melhor visualizar a localização da neotopos e metatopos 

sobre partículas TMV. A maioria dos MAb levantados contra TMVCP foram 

específicos metatopos (Al Moudallal et al. 1985) e foram localizados em uma das 

duas extremidades das hastes virais. A exposição da extremidade 5 'do RNA em 

partículas virais pela ação 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 às regiões dos resíduos 73 a 89 e 115 a 135, que são expostas 

em ambas as extremidades nos discos empilhados (Dore et al. 1990). Os 

camundongos usados para produção do hibridoma foram imunizados com 

preparações de TMVCP altamente concentrada, continha discos empilhados da 

estrutura helicoidal, e graças à presença de sítios de interação em ambas as faces 

do disco houve predominância de MAb com especificidade para esta superfície 

(104). Uma vez que estes anticorpos anti-metatopos ligaram à extremidade das 

hastes virais, o que é conhecido como desmontagem do capsídeo durante o 

processo de infecção, experimentos foram realizados para avaliar se esses 

anticorpos eram capazes de bloquear esse processo. Verificou-se que cerca de 
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resolvida, no caso do TMV, quando foi demonstrado que ambos os tipos de 

ligação ocorreram de acordo com as taxas de antigêno e anticorpo (107). 

Os estudos iniciais de interações em TMV por meio de anticorpos clássicos, 

Scatchard havia usado como valência antigênica o número de subunidades 

idênticas de proteína (2130) no virion. Isso deu origem a regiões lineares, que 

eram erroneamente interpretadas como evidência para ligação de anticorpo 

homogêneo (108). 

No entanto, quando os resultados de Scatchard foram analisados 

cuidadosamente verificou-se que a valência antigênica do vírus poderia ser 

experimentalmente determinada verificou-se também que a organização das 

subunidades exercia um efeito bloqueador de epítopos devido a um obstáculo 

alostérico (109). Como esperado com anticorpos policlonais muitas regiões de 

interação foram determinadas com as metodologias convencionais, mas não sem 

grandes variações nos resultados em termos de reconhecimento e cobertura. Este 

trabalho trata especificamente deste tema para a condição nativa da proteína viral, 

com o uso de um sistema de mapeamento de epítopos lineares via peptídeos 

sintéticos produzidos paralelamente em membrana de celulose através de spot 

synthesis.  
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1.3 Mapeamento de epítopos e Spot Synthesis 

As proteínas são moléculas mais importantes para todos os aspectos de 

vida. O mapeamento de epítopos prove uma ferramenta importante para melhor 

compreendermos suas funções moleculares. Dependendo do tipo de célula imune 

que reconhece a proteína alvo de epítopos célula B e epítopos de células T são 

distinguidos. Epitopos de células T pode ser ainda dividido em T-helper, T-killer 

(células T citotóxicas, CTL) e epítopos T supressores. Para a busca pela áreas de 

uma proteína que são acessíveis para o sistema imunológico a síntese de 

peptídeos múltiplos é uma tecnologia muito eficiente. 

Aplicações importantes de mapeamento de epítopos são encontradas 

dentro da área de imunoquímica. Para o desenvolvimento de vacinas sintéticas, o 

rápido e eficiente mapeamento de epítopos são passos essenciais. Proteínas que 

são não fazem parte do repertório imunológico, gerado durante o processo de 

seleção clonal de diferenciação de células B e T, são reconhecidas pelo sistema 

imunológico. Frequentemente estas são proteínas de superfície de bactérias ou 

proteínas virais. Se os epítopos destas proteínas são conhecidos, podemos, em 

tese, empregá-los para ellicitar resposta imune. Esses segmentos protéicos, 

frequentemente peptídeos relativamente curtos dependendo do tipo de resposta a 

ele associada, mimetizam a infecção pelos microrganismos, já que podem atuar 

como imunógenos e são frequentemente associados a um potencializador da 

resposta (110, 111).  
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O desenvolvimento de vacinas totalmente sintéticas, sem qualquer agente 

patogênico, foi demonstrado possível para respostas B e T. Tal abordagem reduz 

as desvantagens das vacinas com patógenos atenuados ou inativados, que 

lançam mão do mecanismo tradicional de apresentação e memória, mas 

dependem de partículas integras, embutindo, portanto, risco ao procedimento 

(112). A imunização com vacinas sintéticas têm sido descritas contra bactérias 

(113), vírus de plantas – neste caso o próprio TMV – (90) e com vírus animais 

(92). Os imunogênios sintéticos são capazes de induzir anticorpos neutralizantes 

contra os alvos iniciais (114), protegendo os animais da infecção (115) e para 

induzir proteção específica de longa duração por linfócitos T citotóxicos (116). 

Em geral, os epítopos de proteínas podem ser incorporados na síntese dos 

imunógenos para a produção de anticorpos poli ou monoclonais (117). Os próprios 

anticorpos são úteis em muitas outras aplicações. São ferramentas eficientes em 

biologia molecular (118), bioquímica (119). Alguns exemplos importantes e 

comuns da utilização destes anticorpos estão na identificação proteínas 

específicas em ou sobre uma célula, de tipo de células ou de espécies celulares, a 

investigação da liberação de compostos, o processamento e na regulação de 

processos, bem como a localização física de uma proteína no microambiente 

celular. Considerando que a imunização com a proteína inteira é frequentemente 

possível, o uso peptídeos sintéticos neste caso dependeria da administração 

apenas da sequência de DNA que codifica para a proteína (120). Quantidades 

muito limitadas, muitas vezes apenas da proteína estão disponíveis nestas 

preparações são necessárias e anticorpos dirigidos contra partes específicas ou 
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funcionais da proteína são os resultados esperados (121). Tais anticorpos podem 

ser usados para o bloqueio de domínios proteicos (122), para mimetização e 

caracterização de receptores (123, 124), ou para obter informações sobre a 

estrutura 3D de proteinas virais e bacterianas (125). Peptídeos sintéticos, que 

constituem as sequências dos epítopos de uma proteína, podem ser usados em 

muitas aplicações: no campo do diagnóstico, uso de peptídeos contra soros-

pergunta podem detectar a presença de anticorpos no sangue e, portanto, 

indicativos de infecção. O desenvolvimento de bioensaios, com base em 

interações ligante-receptor (126), também foi descrita para epítopos peptídicos. 

Além do desenvolvimento de kits de diagnóstico baseados na tecnologia ELISA 

(127) são utilizados para a caracterização de anticorpos mono ou policlonais em 

soros (128, 129). Para a investigação de cruzada (130) e para a pesquisa de base 

para compreender os mecanismos moleculares de resposta imune para epítopos 

peptídicos sintéticos, jogando luz na questão da interpretação antigênica pelos 

organismos. 

Epítopos são segmentos de uma proteína. As células do sistema 

imunológico reconhecem vários aminoácidos de uma proteína quando em 

orientação específica, através dos receptores na superfície da célula. Os 

aminoácidos de um epítopo reconhecido por um anticorpo estão localizados na 

sequência desta proteina, ou uma conformação (uma face de uma �-hélice) ou 

são colocados em diferentes domínios. Portanto, organização seqüencial (linear, 

contínua), conformacional e descontínua são as possíveis formas de 

reconhecimento de epítopos (131, 132). Soma-se a esta conjuntura os peptídeos 
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glicosilados, cujos sítios em uma proteína podem ocultar epítopos como 

mecanismo de escape. A maior parte dos epítopos identificados até agora são 

peptídeos lineares. A identificação de epítopos descontínuos e dos epítopos 

conformacionais foi conseguida por modificação química do antigeno em proteínas 

livres somada à forma anticorpo-ligada através de proteólise deste complexo. Por 

exemplo, um anticorpo monoclonal ligando ao citocromo C de cavalos diminuiu a 

taxa de modificação química dos aminoácidos envolvidos nos epítopo (133). Em 

mais um exemplo, um anticorpo monoclonal diminuiu a taxa de clivagens 

proteolíticas nas áreas imunológicas envolvidas (134) Um epítopo descontínuo da 

anafilotoxina ligada à proteina do complemento C3a foi identificada por proteólise 

limitada de um complexo antígeno-anticorpo imobilizado combinada com análises 

de espectrometria de massas (135). Três estratégias gerais para o mapeamento 

de epítopos lineares e, sob condições especiais, para epítopos conformacionais 

são freqüentemente aplicadas: 

Mapas completos de peptídeos sintéticos por sintese múltipla com 

sobreposição de aminoácidos é outro método interessante de investigação 

imunológica. A sobreposição de segmentos de peptídeo que englobam toda a 

seqüência da proteína é utilizada para o rastreamento de anticorpos ou para a 

imunização. Os peptídeos são obtidos por síntese química simultânea de muitos 

peptídeos (136, 137).  

Bibliotecas de peptídeos organizadas em arranjos, como os mencionados, 

são um conjunto de antigenos possíveis do ponto de vista de um anticorpo. A 
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mistura de milhares de peptídeos é oferecida a anticorpos e as respostas, 

catalogadas. Epítopos lineares e seqüências lineares que imitam epítopos 

descontínuos podem ser descobertos por esta tecnologia, mesmo se o antigeno 

nativo não é conhecido (138-142). 

Informações importantes sobre a conformação de antígenos derivam 

também da estrutura tridimensional destas proteínas. Diversas análises 

bioquímicas ao longo dos anos identificaram propriedades nestas estruturas 

peptídicas que explicam em grande parte as razões para reconhecimento 

molecular destes antígenos, após processamento e apresentação dos epitopos ali 

contidos. Algumas destas propriedades são exploradas abaixo. 

Áreas de superfície de uma proteína são mais flexíveis do que segmentos 

transmembranares ou que o núcleo da proteina (143). Voltas e conformações �-

hélices anfifílicas são frequentemente encontradas na superfície e, portanto, 

acessíveis aos anticorpos (53, 144, 145). A fim de prever os segmentos 

antigenicos potenciais diretamente a partir da sequência de aminoácidos da 

proteína várias técnicas assistidas por computador foram desenvolvidas, que 

utilizam conjuntos de parâmetros diferentes e algoritmos diferentes. Karplus e 

Schultz (1985) utilizaram parâmetros derivados de aminoácidos investigados com 

raios-X em análise de proteínas para determinar a flexibilidade das partes 

específicas da estrutura (146). As comparações de dados estruturais revelaram 

que certos aminoácidos parecem mais prováveis em conformações rígidas do que 

outros. Estas partes rígidas constituem segmentos interiores de uma proteína, 
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enquanto que outros aminoácidos com parâmetros mais elevados de mobilidade 

estão localizados em regiões de superfície. Analises de hidrofilicidade e hidropatia 

também sugerem quais os segmentos interiores e exteriores de uma proteína. A 

entalpia da transferência a partir de água para etanol (147) ou a partir de água 

para a vácuo (148) de cada aminoácido são usadas como parâmetro para estimar 

hidropatia ou hidrofilicidade.  

De um modo semelhante, Welling (149) utiliza as sequências de epítopos 

definidos experimentalmente para relacionar determinados aminoácidos de acordo 

com a probabilidade de sua aparência nestes segmentos. Para todos os métodos 

diferentes, cada aminoácido recebe um valor de acordo com o conjunto de 

parâmetros. A sequência da proteína é mapeada por quadros de 5 a 9 resíduos. O 

valor médio dos aminoácidos dentro da moldura é dado ao resíduo do meio. No 

entanto, em 

alguns algoritmos, a distância do valor do aminoácido do meio é também 

considerada.  

Estruturas secundárias, tais como helicidade, folhas �, ou conformação 

helicoidal podem ser prevista a partir de proteínas com estrutura 3D conhecida. 

Dados experimentais de análise conformacional revelam que certos amonoácidos 

são encontrados com maior probabilidade em conformações definidas (150). A 

maior probabilidade do conteúdo de uma hélice é encontrada para os segmentos 

que contêm Ala, Glu ou Met, enquanto que Gly, Tyr, Pro e Asp mais 

provavemlmente perturbam estas hélices. Para suporte Ile, Val e Tyr, para 
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conformação, ao passo que Asp, Glu e Lys perturbam a estrutura. A alta 

freqüência de Pro, Asn, Gly, Cys e Trp foi associada com voltas na estrutura. 

Muito raramente Val, Met, Glu Leu e lie são encontrados em segmentos de volta. 

No intuito de obter uma análise da estrutura secundária, um valor é dado a cada 

aminoácido de acordo com os parâmetro descrito acima. No entanto, a 

combinação de resíduos frequentemente encontrados na mesma conformação 

também é considerada. Assim, uma Gly-Pro aumenta a probabilidade de um 

segmento em uma curva de predição (150). Parker (151, 152) introduziu um novo 

método para a caracterização das sequências peptídicas. Tripeptídeos sintéticos 

foram investigados por HPLC e os tempos de retenção foram usados para obter 

um conjunto de parâmetros experimentalmente verificável para uso de base na 

predição da estrutura secundária, bem como para a determinação de epítopos. A 

previsão da estrutura secundária em proteinas tem realizada utilizando um 

algoritmo de redes neurais (153), em que as regras, obtidas a partir de sucessos 

experimentais anteriores são utilizadas em previsões adicionais. Infelizmente cada 

um dos métodos para prever epítopos tem apenas uma probabilidade limitada. 

Para a previsão de estrutura secundária foi confirmada por Kabsch e Sander (154) 

em 50-56%. Algoritmos mais refinados (155) e o uso da combinação de 

parâmetros (156) levou à melhoria da predição. Maiores avanços foram obtidos, 

quando em adição à sequência da proteina em questão puderam ser comparadas 

com proteínas homólogas dentro de tal análise (157). Epítopos de células B são 

frequentemente encontrados em segmentos de proteína, que exibem valores 

elevados de hidrofilicidade e de baixos valores de antigenicidade / hidrofobicidade. 



 

38 

 

Tais partes de uma proteína são na maior parte das vezes flexíveis e muitas 

vezes, em conformações espirais (158) ou �-helicoidais. Isto foi verificado em 

vários exemplos, tais como na identificação de epítopos 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 confirmação limitada dos métodos de 

predição. Em mapeamento realizado pelos autores os 1381 aminoácidos da 

proteina do capsídeo do vírus de Epstein-Barr identificou dez grupos de epítopos. 

Embora estas regiões não fossem sugeridas pelos métodos de predição para ser 

mais antigênica, foram localizadas na predição de conformação. 

A resposta imune mediada por anticorpos requer além da combinação 

antigeno-anticorpo adequada, o apoio de células T auxiliadoras, que podem ser 

resumidas como se segue: As células B ligam a proteína estranha com seu 

anticorpo. A política para proteínas externas – as chamadas proteinas não-self de 

origem viral ou bacteriana origem - é corte em pequenos fragmentos de peptídeos 

no interior da célula, o que requer enzimas proteolíticas. Os segmentos peptídicos 

curtos são então apresentados na superfície célular em combinação com 

moléculas de MHC de classe II. Este complexo de MHC de classe II com o 

peptídeo clivado associado é reconhecido pelo receptor de célula T auxiliadora. 

No caso de o reconhecimento de um péptido derivado de uma proteína não-self, a 

T-auxiliadora libera fatores celulares, tais como interleucinas, que estimulam 

Células B, levando à proliferação e, assim, à produção de anticorpos. Ao lado das 

células T auxiliadoras, que são caracterizadas pela proteína marcadora CD4, as 
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células T citotóxicas (CTL), que carregam o marcador CD8, são uma parte 

importante do sistema imunológico. CTLs são capazes de destruir células 

infectadas por lise e, assim, impedir a replicação do vírus (163). Em contraste com 

as células B, células T reconhecem epítopos não-self somente são digeridos e 

apresentados pelo 

MHC classe I em células que apresentam nonapeptídeos da proteína viral (164). A 

estrutura 3D do complexo MHC de classe I humano HLA-A2 foi determinada por 

difração de raios-X (165). O espaço de ligação dos peptídeos apresentados é 

regido por duas fitas paralelas �-helicoidais conectadas por fitas � antiparalelas 

centrais. A ranhura do MHC, que é formada por estes domínios, constitui um 

receptor muito forte para a ligação dos peptídeos. Considerando que 

características globais das moléculas MHC são conservadas, os bolsões do sulco 

são polimórficos e variam entre as diferentes moléculas HLA para cada alelo 

indivídual. Estes peptídeos representam fragmentos do sistema de degradação 

endógeno de proteinas self em células saudáveis e podem representar fragmentos 

de proteínas virais definidos se a célula está infectado. Os linfócitos T são capazes 

de distinguir entre o self e o não-self no bolsão de ligação e destruir apenas as 

células infectadas. A eluição dos peptídeos a partir de moléculas de MHC de 

classe I e posterior seqüenciamento desta mistura oligopeptídeos (166-168) 

revelou que os tipos mais comuns de ligação aos nonapeptídeos usam posições 

de ancoragem específicas. Para o HLA-A2 o segundo aminoácido (Leu ou lie) e o 

nono aminoacido (Val ou Leu) são resíduos de ancoragem dominantes. Epítopos 

que podem ser alinhados com este parametro são, por exemplo, ILKEPVHGV de 
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transcriptase reversa do HIV (169) e GILGFVFTL da proteina da matriz do 

influenza (170). De forma análoga, os aminoácidos de ancoragem dos peptídeos 

que foram eluídos a partir de diferentes tipos e espécies de MHC de classe I 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 I apresentando um nonapeptídeo alelo-específico 

revelou que as posições de ancoragem dos peptídeos para acoplamento exatos 

nos bolsos do sulco do MHC podem variar (173). O receptor em CTL é visto como 

filtro considerando a extrusão dos resíduos dos nonapeptídeos que não são 

cobertos pelas moléculas de MHC. Em estudos anteriores hélices anfifílicas ou 

motivos particulares de 3 a 5 aminoácidos foram sugeridos para reconhecimento 

em células T (174). No entanto, com o conhecimento experimental das interações 

MHC-peptídeo não é surpreendente, que estes métodos de predição tenham 

atingido apenas um sucesso limitado. É, entretanto, mais racional para pesquisar 

os motivos comuns entre os conjuntos de peptídeos que se ligam às várias 

moléculas de MHC de classe I de moléculas. Com base no conhecimento de 

motivos de ligação com MHC , uma determinação exata de epítopos CTL será 

possível (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 

determinaçãode epítopos CTL porque para a maioria dos tipos de peptídeos 

ligantes HLA será determinada em breve. Usando o motivo de ligação HL-2Kd já 

identificados (-Y - I / L) Palmer e colaboradores (176) previram o peptídeo 

GYKDGNEYI como um epítopo CTL contra Listeria. Progresso experimental 
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semelhante permitirá a determinação rapida dos motivos motivos de epítopos de 

células T auxiliadoras. Em contraste com misturas eluídas a partir de MHC de 

classe I moléculas, as misturas de peptídeos isolados de MHC classe II consistem 

de peptídeos de comprimento variável entre 12-23 aminoácidos. Novamente, há 

âncoramento de aminoácidos conservados, que estão envolvidos em um contato 

restrito com o MHC de classe II indivídual  

O desenvolvimento de estratégias de síntese paralela para um grande 

número de peptídeos levou a uma nova era no mapeamento de epítopos. A 

caracterização dos determinantes antigênicos de uma proteína com peptídeos que 

abrangem a totalidade da sequência (177, 178) tornou-se possível não apenas 

para as proteínas pequenas, mas também para as maiores, com mais de 1000 

resíduos. Estratégias diferentes foram elaboradas para atingir o objetivo da 

síntese múltipla de peptídeos, também chamada síntese de peptídeos simultânea. 

A síntese rápida de vários e até milhares de peptídeos em paralelo, cada uma 

compreendendo uma sequência diferente ou uma diferente região C-terminal foi 

chamada de spot synthesis. Estratégias manuais podem ser distinguidos de 

ferramentas automatizadas ou semi-automatizadas. E métodos que conduzem a 

polímeros ligados a peptídeos podem ser 

importantes para obter mais informação a partir das sequencias sintetizadas, 

aumentando o poder da técnica.  

A primeira geração de síntese múltipla de peptídeos foi criada por Houghten 

(179). O método desenvolvido é adequado para a preparação de mais de 150 
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peptídeos em paralelo. A separação do suporte polimérico é conseguida por meio 

de selagem em recipientes de polipropileno líquido. Cada recipiente conduzirá a 

um distinto peptídeo durante o ciclo de síntese. Em um protocolo de síntese 

comum, 100 mg de poliestireno divinilbenzeno (1%) são seladas em recipientes 

com 3 × 4 cm, no entanto, recipientes maiores ou resinas diferentes podem ser 

utilizados como alternativas, desde que o tamanho dos polímeros se encaixe com 

os poros da trama. A desproteção do grupo �-amino e os passos de lavagem são 

efetuados em conjunto para todos os peptídeos em frascos com tampa de rosca 

de polietileno, o tamanho dos quais pode ser ajustado dependendo do número de 

peptídeos e volume da lavagem. Para o acoplamento dos aminoácidos os 

recipientes são classificados de acordo para serem acoplados corretamente e 

reagirem em paralelo com o aminoácido ativado, em frascos separados. Após a 

remoção do solvente, os recipientes são lavados duas vezes separadamente e, 

em seguida, reunidas para as etapas de lavagem e desproteção. Em princípio, 

este método não é dependente da proteção ou da estratégia de acoplamento. 

Utilizamos neste trabalho a estratégia Fmoc, que permite o acoplamento não só 

mais rápido, mas também evita solventes halogenados (180). O método de tea-

bag mencionando acima tem grandes vantagens em relação a outros métodos, 

com respeito ao baixo custo e alta flexibilidade. Principalmente por serem 

realizadas manualmente, quantidades relativamente grandes de peptídeos livres 

podem ser obtidos que podem ser utilizados para imunização, mas também a 

investigação de estrutura ou de atividade ou ainda em análises conformacionais.  



 

43 

 

Sintetizadores automatizados substituiram a complexidade das reações e 

procedimentos operacionais do método tea-bag com a inserção de muitos passos 

repetitivos popularizando a estrategia que anteriormente era impeditiva em muitos 

laboratórios. Durante a síntese múltipla, tal como em fase sólida comum a síntese 

de peptídeos depende da desproteção, lavagem e passos de acoplamento; que 

são repetidos em cada ciclo. Na segunda geração da síntese múltipla de 

peptídeos vários sintetizadores foram desenvolvidos e são agora comercialmente 

disponíveis. Princípios diferentes foram realizados a fim de obter máquinas que 

lidam diversas sinteses em paralelo. Robôs de pipetagem modificados são 

eficientes quando utilizados para a síntese múltipla de peptídeos automatizando o 

processo (181). A distribuição dos solventes, dos aminoácidos e dos reagentes é 

realizada com o uso de agulhas, que são controlados por um sistema diluidor. A 

resina para a síntese é pode ser em tubos ou em filtros. Para o sistema de tubo a 

remoção do solvente é obtida com uma segunda agulha, que é coberta com uma 

rede de platina, a fim de evitar 

contaminação da resina. Se o sistema de filtros é usado para a reação, um 

sistema de bombas é empregado e a remoção de os solventes é atingida através 

de sucção. Considerando que o segundo método é mais rápido e permite que uma 

maior quantidade de produto, menos problemas com as sequências que são 

difíceis de sintetizar foram encontrados no primeiro método (sem oxidação da 

metionina, sem lacunas de ar durante o acoplamento). Dependendo do tamanho 

dos tubos 48, 90 ou 144 peptídeos podem ser sintetizados em paralelo. O 

sintetizador múltiplo de peptídeos (Abimed AMS 422) também utiliza um robô. O 
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aparelho de um braço é controlado por um computador pessoal e é equipado com 

seis agulhas adicionais para a distribuição dos reagentes e pode ser usado para a 

síntesede até 48 peptídeos em paralelo. A síntese é realizada em filtros e a 

aspiração dos solventes é levada a cabo por meio de uma bomba de vácuo e 

válvulas de controle. A síntese automatizada, paralelizada, de oito peptídeos foi 

publicada por Nokihara (182). Os spots de reação, reservatórios e derivados de 

aminoácidos são fornecidos em oito faixas, cada uma das quais contém o conjunto 

completo para a síntese de peptídeos. O software pode ser adequado com 

respeito aos métodos de ativação diferentes e as escalas dos peptídeos a serem 

sintetizados. No entanto, o número de peptídeos é limitado a oito. Até agora, a 

síntese multipla, paralelizada e automatizada por robos, só é possível com a 

estratégia Fmoc. Spots abertos proibem a utilização de ácido trifluoroacético em 

cada ciclo, como era necessária para a estratégia de Boc. A antigenicidade e 

imunogenicidade da vacina contra a proteína de superfície P6 de Haemophilus 

influenzae tipo b foi investigada por sintese paralela usando vinte e quatro 

20meros de lipopeptídeos e quarenta e cinco 12meros de lipopeptídeos. O 

mapeamento da nucleoproteína da do vírus da gripe foi conseguido usando 

sistemas automáticos de robôs 350 (Zinsser Analytics) (138, 183, 184). As figuras 

8 a 10 representam esquematicamente os passos seguidos pelo equipamento 

para a síntese dos peptídeos. 
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de polietileno sofrem alterações, os passos de lavagem podem ser realizados 

completamente. Em outra opção, cabeças destacáveis dos pinos e não das hastes 

são funcionalizadas. Os blocos podem ser usados várias vezes. A fim de obter 

peptídeos livres pelo método de síntese com pinos, vários métodos são 

conhecidos. Reações químicas de clivagem enzimática são engenheiradas na 

estrutura dos aminoácidos e introduzidas em sequências C-terminais (Asp-Pro-Gly 

permite clivagem acida, Lys-Gly permite a clivagem tríptica (188);. Lys-Pro permite 

formação dicetopiperazina (189). Isto permite a síntese controlada dos peptídeos. 

No entanto, as quantidades de peptídeos livres são limitadas, aproximadamente 

10-300 nmol por haste. Este método de síntese de peptídeos em barras é usado 

principalmente em ensaios ELISA. Muitas investigações sobre mapeamento de 

epítopos de proteínas ou de identificação de os sítios de ligação de anticorpos 

monoclonais ou de soro foram publicadas com estes métodos. Os anticorpos a 

serem testados são distribuídos em placas de ELISA, e os peptídeos ligados às 

hastes incubadas em conjunto. Os anticorpos específicos correspondentes nos 

soros de ligam-se ao peptídeo possuindo a sequência do epítopo de células B 

linear fixo à haste. Incubação do complexo anticorpo- peptídeo com um anticorpo 

secundário marcado enzimaticamente produz o sinal colorimétrico. As aplicações 

típicas são o mapeamento de grandes proteínas por sintetização de sobreposição 

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

O mapeamento fino de epítopos em anticorpos neutralizantes contra o a 

proteina pre-S de do vírus da hepatite B conduziu à identificação de uma 

sequência de 14 resíduos em que dois deles (Gin, Trp) foram descritos como 
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cruciais (190). Outras investigações bem-sucedidas de sítios de ligação de 

anticorpos são relatados para proteína VPL do vírus da febre aftosa (187), a 

proteína capsular do vírus de Epstein-Barr também mapeada com 1381 

aminoácidos (162). Várias proteínas 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 não são completos. Uma vez que os peptídeos sintéticos podem 

cobrir muito precisamente a seqüência da proteína inteira com apenas um 

aminoácido deslocado para cada péptido, epítopos de células B são identificados 

com muita precisão. Um procedimento de baixo custo para a preparação de 

polímero ligados a peptídeos foi introduzido (136, 137). Folhas de papel 

membrana são utilizadas como polímero. Gotículas de líquido são aplicadas sobre 

a membrana cuja propagação ao longo de uma área circular restrita (spot). Esta 

chamada síntese local permite a síntese em paralelo de cerca de 50 peptídeos 

sobre uma folha de papel (55 x 105 mm), isto porque um grande número de spots 

distintos são distribuíveis e cada um destes pontos permanece individualmente 

endereçável. Os passos da síntese de peptídeos são realizados por imersão da 

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

Para o acoplamento dos aminoácidos são dispensados nos pontos 

definidos tipicamente 5 a 10 / ul. A miniaturização é sugerida para acomodar o a 

síntese de peptídeos por 100 / cm 2 (137). Depois a síntese continua com a 

remoção dos protetores de cadeia lateral dos grupos dos aminoácidos, os 
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peptídeos permanecem ligados ao de papel e são testados num ensaio de 

Western-blot ou as manchas são cortadas e clivadas separadamente por um 

ligante introduzido antes da síntese. A precisão e eficiência do método são 

determinantes, no entanto, o estabelecimento deste processo como rotina exige 

investimentos especiais na área. 

1.4 Alta pressão hidrostática 

Alta pressão hidrostática corresponde a um método que promove 

dissociação de proteínas oligoméricas e estruturas supramoleculares, tais como 

as partículas virais. Isso ocorre devido a uma diminuição no volume do sistema no 

processo de dissociação. No entanto, não se observa rompimento de ligações 

covalentes, havendo mínimas mudanças em estruturas secundárias e terciárias 

das proteínas envolvidas (199). Isso é de particular interesse na produção de 

novas vacinas virais, porque ao mesmo tempo em que a alta pressão promove a 

inativação viral, observa-se freqüentemente a manutenção de suas propriedades 

antigênicas e imunogênicas (200, 201). Outros métodos de produção de vacina 

apresentam limitações em relação à alta pressão, tais como inativação química 

incompleta, mudanças nas propriedades imunogênicas, eficácia variável e 

mutações. Mais recentemente vem ocorrendo um grande interesse no efeito da 

alta pressão hidrostática sobre a estabilidade e infectividade de diversos vírus. Já 

foram relatados vários exemplos de significativa inativação viral após aplicação de 

ciclos de pressurização e despressurização, muitas vezes em combinação com 

outros agentes físicos e/ou químicos (142, 202, 203). Essas abordagens têm sido 
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realizadas em áreas de interesse médico, veterinário, de alimentos e em pesquisa 

básica. Entre os vírus investigados, tem-se vírus da imunodeficiência humana 

(204), herpes simplex vírus humano e citomegalovírus humano (205), vírus da 

hepatite A (206) entre muitos outros. 

A inativação de muitos dos vírus antes mencionados é alcançada com 

pressões um pouco inferiores que as atingidas em equipamentos comerciais 

utilizados para o processamento de alimentos. As pressões variam de 150 a 350 

Mpa, no entanto os tempos de tratamento podem variar de 30 min a 8 h. No caso 

de vírus mais resistentes, a inativação por pressão pode ser alcançada utilizando-

se também outros métodos físicos ou químicos. Para o vírus da febre aftosa, por 

exemplo, utilizou-se uréia (207) e para vírus do mosaico do tabaco, temperatura 

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

Nossos laboratórios, em conjunto, têm estudado a termodinâmica da 

dissociação e desnaturação viral para vírus do mosaico do tabaco (TMV), 

utilizando alta pressão hidrostática em várias condições experimentais (208). A 

figura 11 ilustra os equipamentos utilizados. Recentemente, foi mostrado que 

processos de dissociação viral e de proteínas, quando facilitados por aumento de 

pH têm como base a liberação estequiométrica de prótons, sugerindo tratar-se de 

um mecanismo geral da dissociação (48, 209). O processo de dissociação 

induzida por uréia também foi descrito como combinação estequiométrica desse 

composto com o TMV. Além disso, foi observado que o processo de desnaturação 

desses vírus por uréia pode também ser quantificado como combinação 
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amostra permaneceu sob temperatura controlada. As incubações do TMV foram 

feitas a temperatura controlada de 20 ºC e -18 ºC a pressões de até 350 Mpa. 

Os vírus são muito diferentes de outros seres biológicos em termos de 

estrutura e atividades intra e extra-celulares. Vírus podem constituir de apenas um 

capsídeo protéico formado por subunidades de proteínas que envolvem seu 

material genético (DNA ou RNA). Alguns vírus também podem conter enzimas 

necessárias à sua replicação nas células hospedeiras. Entre vírus existe um 

elevado grau de diversidade estrutural e isso se reflete na ampla gama de 

resistência à pressão entre estes organismos (202, 204, 205, 207, 211).  

A inativação viral por alta pressão ainda não está completamente 

esclarecida embora o envelope viral, quando presente, pareça ser um alvo para a 

inativação. A maioria dos estudos com alta pressão tem sido realizada com vírus 

envelopados. Neste caso, a alta pressão pode afetar três tipos de interações: 

proteína-lipídeos, proteína-proteína e proteína-ácido nucléico (214). Após o 

tratamento de alta pressão a estrutura global dos vírus não é alterada e a única 

diferença perceptível, com auxílio de microscopia eletrônica, é a existência de 

protuberâncias na superfície que podem ser explicadas por um deslocamento das 

subunidades do capsídeo mantidas sob a membrana de lipídeos e proteínas (202, 

214). A figura 12 representa as alterações previstas em uma proteína quando 

submetida a tratamentos físico-químicos. 
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acervulina. Foi demonstrado que em frangos inoculados com oocistos desse 

parasita, tratados com alta pressão, as lesões desenvolvidas eram menos graves 

do que naqueles inoculados com o parasita não tratado, indicando que pode ter 

sido desenvolvida uma imunidade parcial após o desafio com o parasita tratado 

com alta pressão (218). O efeito de alta pressão sobre a imunogenicidade de 

bactérias foi reportado pela primeira vez por Silva e colaboradores (2001). Após 

ter sido inativada com tratamento por alta pressão a bactéria Leptospira 

interrogans quando injetada em coelhos foi capaz de provocar uma importante 

resposta imune, medida pela titulação de anticorpos. Essa resposta 

provavelmente pode ser explicada pela aparição de novos epítopos, surgidos pela 

extrusão parcial de proteínas da membrana ou a dissociação oligomérica da 

proteína integral de membrana (212).  

Vacinas antivirais preparadas a partir de vírus inativados por diferentes 

processos apresentam algumas desvantagens em relação àquelas obtidas por 

inativação por alta pressão tais como o risco de inativação incompleta, a 

toxicidade do agente inativante e modificações das propriedades imunogênicas 

dos vírus (202). Como a alta pressão hidrostática não introduz substâncias 

exógenas na vacina e, frequentemente é seletiva na ação sobre as estruturas 

macromoleculares, seu uso resulta, em geral, em preparações altamente 

imunogênicas (210, 217, 219). 

Tem sido demonstrado que vírus tratados com pressão perdem sua 

infectividade, mas ainda conservam sua capacidade de produzir anticorpos 
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neutralizantes. A hipótese mais aceita é que sob alta pressão as proteínas do 

capsídeo viral se dissociam e quando a pressão é liberada do sistema, a 

reassociação do capsídeo ocorre na forma de partículas não infecciosas que ainda 

conservam as suas propriedades imunogênicas (208, 210, 212, 216, 217, 220). 

Além disso, os epítopos previamente ocultos podem ser expostos, aumentando a 

imunogenicidade dos vírus inativados por pressão. Comparada à vacina 

tradicional, a produção de vacinas sob alta pressão apresenta muitos benefícios, 

incluindo um menor risco de desenvolver a doença em relação às vacinas 

atenuadas e uma provável maior imunogenicidade das subunidades virais isoladas 

(202, 207, 210, 212, 216, 217, 220, 221). A figura 13 ilustra as alterações 

conformacionais induzidas por pressão em uma proteína viral. 
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Figura 13 Alterações induzidas por pressão na estrutura da proteína do capsídeo do Cowpea Mosaic Vírus 

(CPMV), evidanenciando exposição e oclusão de aminoácidos após o tratamento com 330 MPa. A: Alterações 

induzidas por pressão induzidas nas cavidades do CpMV. Esta figura mostra a cópia reorientada com volumes das 

cavidades mais próximas aos valores médios obtidos, AP – Pressão Atmosférica, HP – Alta Pressão. B: A variação 

do volume da cavidade entre AP e HP como uma função do volume médio de HP. Números da curva representam o 

número da cavidade e do volume médio da cavidade em AP (em itálico, entre parênteses). C: Alterações no 

empacotamento do cristal, devido à alta pressão. Cb: domínio de interação, Cc: zona de interação com o domínio C 

(222). 

1.5 Bioinformática 

A análise detalhada dos epítopos alvo por células T autorreactivas e 

autoanticorpos tem uma importância considerável na investigação e 

desenvolvimento imunopatológicas, bem como na concepção de novos 

instrumentos de diagnóstico, drogas terapêuticas e vacinas. O percurso em 

direção ao alinhamento dos sistemas computacionais e mecanismos 

imunobiológicos é recente (149, 175, 223-230), mas já com resultados muito 

interessantes (231-236). Condições estas iniciais para justificar o desenvolvimento 

de metodologias de previsão in silicio de estruturas proteicas, entre muitas outras 

aplicações. Eficientes e finas técnicas de mapeamento moleculares são 

necessárias para a melhor compreensão da relação entre a estrutura das 

biomoléculas e possíveis funções (237). As inovações nas técnicas de 

microarranjo são controversas ainda – dado o volume de informações por elas 

geradas – mas são capazes de analisar diferentes personagens submoleculares e 

combiná-los com funções biológicas. O desenvolvimento do poder de computação 

e juntamente com algoritmos para analisar dados biológicos aumentou a eficiência 

do laboratório de pesquisa e diagnóstico durante a última 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 consequência, rentável (238-241). 

Diversos algoritmos estão disponíveis para cálculo do índice de 

imunogenicidade e de epítopos, prevendo com base em sequencias de antígenos 

informações importantes para estudos imunológicos (224, 242-244). A maioria 

destas técnicas envolvem cálculos com base em tabelas de valores para os vinte 

aminoácidos que refletem a probabilidade de ocorrência na superfície de proteínas 

ou como parte de estruturas secundárias, tais como �-hélices ou folhas beta. O 

mais bem sucedido destes algoritmos utiliza escalas relacionadas com a 

solubilidade em água dos aminoácidos individuais na previsão de características 

de hidrofobicidade da proteina. Em particular, as maiores taxas de sucesso são 

obtidas usando as escalas hidrofilicidade que enfatizam os aminoácidos 

carregados e polares, mas não são excessivamente seletivas, quer para as cargas 

positivas ou negativas. Tal método pode identificar corretamente locais antigenicos 

importantes das proteínas para a maioria dos organismos infecciosos 

caracterizados (148, 245). Os mecanismos modelados computacionalmente são 

representados no ambiente celular na figura 14 para MHC classe I e na figura 15 

para MHC classe II. 
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Observa-se atualmente a permeabilidade das ferramentas de bioinformática 

com pouco espanto. Em termos de desenho de drogas - incluindo o 

desenvolvimento de vacinas – mecanismos eficientes para seleção de moléculas 

candidatas para novos medicamentos, melhores em todos os campos de 

tratamento; na prevenção de doenças infecciosas causadas por microrganismos 

resistentes; bioterapias para câncer; transplante de órgãos; e no estudo de 

doenças auto-imunes (226, 246-251).  
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A premissa de prever um epítopo através de um programa online é muito 

distante da realidade laboratorial, capaz de desenvolver anticorpos monoclonais 

específicos com a imunização (138, 139, 252, 253). Mas a pesquisa de vacinas 

com base em genomas abriu novos potenciais problemas para a seleção dos 

antigenos alvo, usando em predições silico para análise dos genomas em conjunto 

com técnicas recombinantes para expressar os fragmentos de antigenos 

potenciais (254, 255). Diagnóstico laboratorial, design de drogas e 

desenvolvimentos de vacinas são áreas de biotecnologia médica atual de 

interesse crescente, onde as técnicas de computação desempenham um papel 

essencial. 

O nosso objetivo principal foi o de comparar e avaliar os dados de 

mapeamentos de epítopos por membranas de epítopos lineares em em condições 

desnaturantes para o antígeno com predições in silicio que considerem o modelo e 

as condições estudadas. Com os resultados de medições imunoenzimáticas in

vitro, em um modelo animal bem caracterizado, objetivamos inferir diferenças 

observadas em nível do processamento da proteína do capsídeo do TMV antes e 

após o tratametno de alta pressão hidrostática sobrepostas às semelhanças 

observadas entre o mapeamendo da forma nativa e as previsões 

imunoinformáticas – calibradas para as condições usadas.  

Diversas ferramentas online foram empregadas para mimetizar as vias de 

processamento de interesse, uma de grande importância é o IDEB. O objetivo do 

Immune Epitope DataBase (IEDB) (229) é catalogar e organizar as informações 
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relacionadas com epítopos de células T e de células B, bem como fornecer 

informações para prever epítopos novos e analisar epítopos conhecidos 

ampliando a base com novas informações sobre eles. O site IEDB é atualizado 

continuamente com base no feedback do usuário, resultando em versões 

fundamentalmente revistas do banco de dados em si (256) bem como das 

ferramentas hospedadas nos recursos associados de análise. O uso contínuo do 

banco de dados e ferramentas ampliou nosso entendimento de que as aplicações 

são possíveis e refinou a metodologia para alcançar melhores resultados. 

Enquanto um conjunto similar de dados e ferramentas existem para 

epítopos B apenas as informações relativas a inferências possíveis dentro dos 

experimentos de mapeamento são consideradas neste trabalho, estão fora do 

escopo deste texto análises de dinâmica 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 epítopos 

(257) e todas as ferramentas de previsão e de análise disponíveis (229) são 

descritos em detalhe em outros relatos. Nós aqui apresentaremos um breve 

resumo dos recursos atualmente disponíveis que estão relacionados epítopos de 

células B e T aplicadas ao objetivo deste trabalho. 

Várias aplicações podem se beneficiar da identificação de epítopos em 

células T e / ou B, incluindo o desenho de vacinas profiláticas (258), terapêuticas 

(238), ferramenta populacional para a pesquisa (259) e de imunização (256). 

Projetar vacinas contra agentes infecciosos é a aplicação mais freqüente que pode 
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se beneficiar do conhecimento de células T epítopos. Basicamente, para uma 

vacina para induzir a criação de uma população de células de memória células T 

capazes de reconhecer o agente patogenico processado têm de interagir para 

estabelecer a comunicação imunológica necessária. Uma vacina, portanto, tem 

que conter epítopos de células T derivados deste agente patogenico. Isto não 

significa que a própria vacina tem de ser constituída por epítopos individuais, mas 

minimamente que os antígenos que abrigam os epítopos são inclusos. No caso da 

terapêutica (por vezes também chamada vacinas terapêuticas), o objetivo é o de 

modular uma resposta imune que, se existente, precisa de ser reforçada (cancro, 

infecção crónica), ou mesmo reduzida (doenças auto-imunes, alergia). 

Novamente, tal concepção terapêutica requer conhecimento objetivo dos epítopos 

de respostas em células T às quais se almeja modular. Para o diagnóstico, o 

objetivo é identificar se um paciente entrou em contacto com certos antígenos, a 

fim de ajudar a identificar as possíveis progressões clínicas auxiliando na definição 

de condutas. A utilização de epítopos como diagnósticos tem o potencial para 

distinguir as infecções com patógenos relacionados, condição pode ser complexa 

quando depende de um organismo inteiro ou preparações de antigeno, que pode 

muitas vezes ser reconhecido de forma cruzada – como é o caso do TMV deste 

trabalho. Finalmente, uma aplicação importante de epítopos de células T é a sua 

utilização direta como ferramenta para a pesquisa de bases de dados, uma vez 

que permitem rastrear HLAs específicos de populações de células T humanas. 

Como mais drogas à base de proteínas são desenvolvidas, minimizar a 

imunogenicidade destas drogas torna-se outra importante aplicação dos 



 

68 

 

mecanismos de identificaçãod de epítopos de células T. O termo 'de-imunização' 

foi cunhado para referir a um conjunto de tecnologias que reduzem a 

imunogenicidade através da remoção de epítopos de células T em proteínas 

terapêuticas. O processo implica primeiro na identificação de resíduos de 

ancoragem de epítopos no HLA de escolha, aplicando mutações pontuais a estes 

resíduos de ancoragem para aminoácidos neutros de tal modo que as mutações 

não interfiram com dobragem e função destas proteínas e, finalmente, na 

realização de validações para confirmar a ausência de imunogenicidade das 

proteínas mutantes (260). Os detalhes das ferramentas de identificação no IEDB 

de epítopos de células T focam neste problema, mas atualmente não existem 

ferramentas dedicadas no IEDB, por exemplo, que sugiram quais mutações em 

um fármaco proteico são recomendadas, até o momento.  

Seguindo a descrição de recursos na IEDB, apresenta-se aqui exemplos de 

aplicações como o IEDB podem ser usados para 1) descobrir epítopos 

conservados em um antigeno novo, e 2) prever epítopos novos para facilitar a 

concepção de vacinas. Globalmente, nosso texto também visa fornecer exemplos 

de como os dados IEDB e das demais ferramentas aqui empregadas podem ser 

utilizadas de forma eficaz para aplicações práticas experimentais, e aborda 

questões mais comuns encontrados.  

O banco de dados do IEDB fornece um catálogo de epítopos 

experimentalmente caracterizados em células T, bem como os dados sobre 

Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) em experimentos de eluição 
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de MHC e de seus ligantes. Estes três tipos de dados experimentais diferem no 

que transmitem: Enquanto os dados de ligação a MHC mostram uma associação 

entre um ligante molecular (tipicamente um peptídeo) e uma molécula de MHC, os 

dados de eluição de MHC e dos ligantes mostra que o ligante eluído não 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 

antígenos. De experiências em células T depositadas, por outro lado, é possível 

testar a capacidade destas produzirem um receptor de células T (TCR), que 

requer a ligação a uma molécula de MHC e consequente ativação. O IEDB 

representa as estruturas moleculares testadas para MHC, a eluição 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 peptídeos nos quais houve validação experimental de 

ligação que o algoritmo incorpora o dado como valor verdadeiro, enquanto que os 

que são positivos apenas para um ensaio de ligação são referidos como 'agentes 

ligantes de MHC' e aqueles que podem ser eluídos a partir de preparados de MHC 

da superfície celular são interpretatos como ligantes naturalmente processados. 

Epitopos reconhecidos em seres humanos, primatas não-humanos, roedores, 

porcos, gatos e todas as outras espécies hospedeiras testadas estão incluídas no 

IEDB. Além disso, ambos os resultados positivos e negativos experimentais são 

mantidos na base. Por último, o âmbito da base de dados até o momento é incluir 

dados relativos à epítopos derivados de doenças infecciosas. Em particular, os 

epítopos de HIV são explicitamente excluídos uma vez que podem ser 
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Complementando os dados imunológicos de epítopos determinados 

experimentalmente e contidos no banco de dados, o componente de recursos de 

análise fornece ferramentas para predição e análise de epítopos. As ferramentas 

de análise fornecem a capacidade de mapear epítopos na estrutura da proteína 

3D do antigeno de origem, ou em seus homólogos (262), alem dos epítopos de 

fragmentação em grupos com sequências semelhantes e também calcular o grau 

de conservação de epítopos em um dado conjunto de proteínas (263), ou prever a 

cobertura da população de um conjunto de epítopos com base na frequência dos 

alelos HLA (264). 

As ferramentas de predição de epítopos de células T são divididos em 

ferramentas de predição de ligação e de processamento para afinidade MHC. A 

primeira categoria contém ferramentas que predizem afinidades de ligação de 

peptídeos, quer de MHC de classe I ou moléculas de classe II. Baseado em 

referências passadas métodos de previsão de ligação de MHC I, NetMHC-3.0 que 

usa algoritmos sustentados por redes neurais artificiais (ANN) e métodos de 

matrizes estabilizadas (SMM) que estão entre os melhores métodos de previsão 

em termos de desempenho individual e para MHC II, também ANN são mais 

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

As previsões de processamento para classe MHC I combina as previsões 

obrigatórias descritas acima com previsões de clivagem proteossómica e 

transporte TAP, para identificar peptídeos que são naturalmente processados. 

Alguns estudos mostraram que os peptídeos de previsão são mais susceptíveis ao 
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reconhecido por células T do que aqueles selecionados por previsões de ligação 

ao MHC apenas (265, 267, 268). Por exemplo, no artigo por Kessler e 

colaboradores, um grande número de métodos de predição epítopos, disponíveis 

na gratuitamente na internet para células T CD8+, foram testados contra uma lista 

de 64 peptídeos 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 epítopos reconhecidos como entre dez mais importantes para o problema em 

questão. O método de predição a partir dos algoritmos mencionados identificaram 

todos os 3. No entanto, nenhuma avaliação em grande escala foi realizada que 

claramente quantifica a vantagem de utilizar as previsões de processamento, que 

determinasse quantos epítopos são erroneamente preditos para não ser 

processados. Com base na literatura, a vantagem de utilizar previsões de 

processamento em detrimento das previsões de ligação – se houver – parece ser 

relativamente pequena. Além disso, qualquer vantagem deve ser comparada com 

o aumento da complexidade na interpretação dos resultados das previsões de 

processamento, especialmente quando a previsão epítopos de patógenos que 

evoluem para interferir com os componentes da máquina de processamento, 

evento não presente no sistema escolhido para este trabalho. Considerando que 

as teorias de seleção em vírus RNA (Mueller’s ratchet e Red Queen Hypothesis) 

não podem ser aplicadas ao TMV neste desenho experimental.  

Os vírus de RNA incorporam mutações rapidamente e, portanto, podem 

escapar à detecção de respostas imunitárias e de memória, permitindo infecções 

recorrentes no mesmo hospedeiro, por estirpes diferentes das mesmas espécies 
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virais. No entanto, em todos os vírus de RNA existem proteinas sobre as quais 

observa-se pouca alteração e grande conservação, evidentemente porque são 

fragmentos de alta relevância funcional e mutações implicam necessariamente em 

significativa perda de fitness quando não compensadas epigenéticamente. Sob 

esta ótica a identificação de epítopos que são conservados entre diferentes 

estirpes de uma espécie viral é de particular interesse. Para ambos os Dengue 

vírus (269, 270) e influenza (271, 272), epítopos de células T conhecidos e 

previstos foram analisados em termos de conservação para várias estirpes virais. 

Uma análise similar foi realizada para a cepa H1N1 em 2009 (273), trabalho que 

sondou especificamente epítopos que estavam também presentes em cepas 

circulantes recentemente, como a gripe sazonal. Para uma grande fração de 

epítopos de células T determinou-se a conservação na cepa pandêmica, e estes 

foram posteriormente validados experimentalmente como alvos de imunidade pré-

existente em células T. 

As ferramentas empregadas neste trabalho têm como plataforma paralela 

instrumentos matemáticos de aprendizagem baseada em evidências. As redes 

neurais artificiais (RNA) são algoritmos de computador modelados com base nos 

mecanismo de decisão no cérebro. Consistem basicamente de muitas unidades 

de processamento simples, que são ligados entre si em uma rede de 

comunicações. Cada unidade é um modelo simplificado de um neurônio que envia 

um sinal de novo se receber um sinal de entrada suficientemente forte a partir de 

outras unidades às quais está ligado. A força destas ligações pode ser variada a 

fim de que a rede efetue um padrão 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 são 

sequências peptídicas com diferentes afinidades quantitativas para uma dada 

molécula específica de MHC. 

Muitas diferentes aplicações com redes neurais artificiais já existem para 

mensurar eventos biológicos. O modelo utilizado nesta tese foi inicialmente 

calibrado para previsões de ligação HLA-A2 por Nielsen e colaboradores (274) e 

tem sido aplicada a uma grande variedade de alelos inclusive para predição com 

alelos de camundongos, como é 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 ligação relativa (ARB), outro método importante empregado 

para cálculo de decisão para previsão de ligação MHC, é uma matriz de afinidades 

de ligação com base na contribuição independente de cada resíduo ao longo da 

molécula de peptídeo para a afinidade de ligação. Quando um resíduo R ocorre na 

posição i no peptídeo, é assumido que este contribui com uma constante 

quantidade Ri para a energia livre de ligação do peptídeo. O efeito de cada um 

dos 20 possíveis aminoácidos para cada posição disponível ao longo da 

sequência peptídica, portanto, pode ser estimada através uma matriz de 

coeficientes. A propensão global de ligação de cada sequência peptídica, 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 previsões são então calculadas pelas transformações matemáticas 

dadas pelas pontuações 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 

ligação dos peptídeos à moléculas de MHC. A vantagem deste método é que ele 

suprime o ruído presente nos dados de treino, causados pelo erro experimental 

inevitável, bem como o número limitado de pontos de dados. 
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2 Justificativa 

Esse projeto visou estudar o mapeamento de epítopos da proteína do 

capsídeo do vírus do mosaico do tabaco, importante modelo em virologia, 

imunologia e bioquímica, em sua forma nativa e após tratamentos em alta pressão 

hidrostática. De acordo com a revisão introdutória deste trabalho, o TMV é 

responsável por muitos avanços nestes campos da ciência além da fundação da 

disciplina de Virologia, mas em termos de mapeamento de epítopos havia uma 

lacuna a ser explorada. A grande quantidade de informações geradas neste 

campo para a TMVcp utilizou, na grande maioria dos casos, diferentes modelos 

experimentais para identificação de epítopos na superfície desta proteína. Neste 

trabalho, em consonância com a cobertura que a técnica de spot synthesis provê, 

realizamos este mapeamento para a proteína em questão utilizando anticorpos 

policlonais derivados da imunização com as formas nativa e com as formas 

tratadas em alta pressão além de restringir a experimentação a um modelo animal 

bem definido na literatura, camundongos Balb/C. Para ampliar as informações 

geradas por estes experimentos, algoritmos de previsão de características 

bioquímicas e imunológicas de processamento antigênico foram utilizados como 

ferramentas de suporte e de comparação para os resultados obtidos. Almejou-se 

integrar estas informações criando um fluxograma experimental in silício e in vitro 

para este tipo de análise, enriquecendo os resultados experimentais com o corpo 

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

• Mapeamento de epítopos da forma nativa do TMV 

3.1 Objetivos específicos 

• Mapeamento de epítopos das formas sob tratamento de alta 

pressão, temperatura e uréia 

• Quantificação in vitro dos spots reativos 

• Comparação com mecanismos de previsão de epítopos para formas 

nativas e tratadas experimentalmente 
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TMVspec CGGTCAGTGCCGAACAAGAA 

Tobamo1 GGTTAGGGGGGGATTCGAA 

Quadro 1: Sequência de nucleotídeos dos primers TMVspec (fwd) e 

Tobamo1 (rev). 

À solução 1 adicionou-se 7 �l de RNA e prosseguiu-se com a desnaturação 

em Temociclador a 94 ºC por 5 min, levando ao banho de gelo imediatamente. 

Após a desnaturação acrescentou-se ao tubo a solução 2 e prosseguiu-se com a 

produção de cópias do RNA viral na forma de cDNA e Inativação da Enzima em 

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

Um gradiente do volume da reação de transcrição foi adicionado a solução 

de PCR I para um volume final de 50 �l. A reação de PCR seguiu o seguinte 

protocolo em termociclador: um ciclo de 94ºC por 5 min seguido de trinta ciclos 

mantidos a 94ºC por 1 min; 55ºC por 1 min e 72ºC por 1 min. A reação foi mantida 

a 72ºC por 7 min para passos finais de extensão, após a reação ser completada 

os produtos foram mantidos a 4ºC até visualização. 

O sequenciamento, conforme mencionado anteriormente, permitirá a 

síntese dos peptídeos corretos na membrana de spot synthesis. 

O sistema de alta pressão hidrostática utilizado consiste de um gerador de 

pressão conectado à câmara de pressão, descrito em Santos et al. (2004). As 

amostras virais inativadas foram inoculadas via intraperitoneal camundongos 
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fêmeas 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 soroneutralização. Os epítopos de 

peptídeos lineares identificados foram estudados em maior detalhe. 

4.2 Síntese de peptídeos em membrana – Spot synthesis 

A síntese paralela de peptídeos em membrana de celulose (Spot Synthesis) 

foi desenvolvida visando a obtenção de um grande número de diferentes 

peptídeos de uma maneira extremamente eficaz. A utilização de automação no 

processo permite a redução do tamanho dos spots, aumentando 

consideravelmente o número dos mesmos por unidade de área.  

Em relação às membranas, estas podem ser amino-PEGuiladas e 

resistente a tratamento com ácido forte, que tem que ser feito após a adição do 

último aminoácido. Anteriormente à incorporação do primeiro aminoácido pode-se 

utilizar um espaçador correspondente à Fmoc-beta-alanina, propositalmente 

aminoácido não natural, evitando interferências com blocos que são normalmente 

presentes na proteína. Como a alta densidade de peptídeos prejudica o 

alongamento da cadeia a ser sintetizado, o que é mais crítico para certas 

seqüências “difíceis”, e também para cadeias mais longas, utiliza-se uma mistura 

de Fmoc-beta-alanina e N-acetil alanina (por exemplo, na proporção 1 para 9), que 

é bloqueada na porção aminoterminal. Caso seja necessária a posterior 
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solubilização do peptídeo, pode ser utilizado um link clivável no lugar da Fmoc-

beta-alanina.  

A cada ciclo de adição de aminoácido no aminogrupo livre, faz-se um 

bloqueio de eventuais aminogrupos que não reagiram com o aminoácido no ciclo 

subseqüente através de processo de acetilação (capping). Isso evita incorporação 

de aminoácido nesse aminogrupo, o que acarretaria uma seqüência incorreta. 

Assim, só ocorrem seqüências truncadas (terminadas precocemente), e não 

seqüências incorretas.  

Peptídeos sobrepostos cobrindo toda a seqüência da TMVcp foram 

montados sobre uma membrana de celulose (Abimed - Langenfield, Alemanha). 

Seguiu-se o modelo descrito na introdução para a sobreposição dos aminoácidos 

sintetizados. A membrana de celulose foi preparada de acordo com o protocolo 

descrito por Laune et al. 2002. Os aminoácidos (Novabiochem) foram depositados 

em volume mínimo (0,6 ul) com auxílio de um micropipetador automático (Abimed 

Spot Synthesis–ASP222, Langenfeld, Alemanha), permitindo obter 

aproximadamente 100 nanomoles de peptídeo por ponto. Inicialmente, a 

membrana de celulose foi transformada em um suporte que contenha 

grupamentos amino, para que os aminoácidos possam se ligar. 

Isso é obtido pela esterificação de uma F-moc-�Ala-OH às funções hidroxila 

disponíveis na celulose. Além de tornar o suporte funcional, a adição de um 

grupamento entre o suporte e o peptídeo a ser sintetizado tem como objetivo 

afastar o peptídeo do suporte para conferir melhor estabilidade na ligação do 
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peptídeo à membrana. A síntese do peptídeo iniciou-se sempre pelo C-terminal do 

último aminoácido da seqüência estabelecida. Após desproteção do grupo ligado 

ao Fmoc pela adição de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF), as funções 

aminas foram recuperadas e puderam então reagir com o aminoácido a ser 

acoplado. A eficiência deste passo pode ser monitorada pela reação com o azul 

de bromofenol, que apresenta coloração azul quando em contato com 

grupamentos amino livres. 

Os aminoácidos foram em seguida ativados por DIPC/HOBT 

(diisopropilcarbodiimida / hidroxibenzotriazol) e depositados, sendo que estes 

ativadores propiciam um rendimento de ligação variando de 74-87% por ciclo. 

Para cada aminoácido foram realizados dois ciclos de acoplamento. As reações 

de ligação foram monitoradas por mudança de coloração dos spots, passando da 

cor azul ao verde-amarelado devido à reação de azul de bromofenol, denotando a 

ausência de aminas livres e, portanto, confirmando o acoplamento. As funções 

NH2 livres ou que não reagiram foram acetiladas com anidrido acético 10% em 

DMF a fim de evitar reações colaterais com os aminoácidos posteriormente 

adicionados, gerando seqüências erradas, ou outras ligações indesejáveis. O 

grupo protetor Fmoc do próximo aminoácido foi novamente eliminado em meio 

básico pela piperidina e a ligação foi verificada pela coloração com azul de 

bromofenol. Efetuaram-se lavagens da membrana com metanol e após secagem 

esta membrana foi posicionada no sintetizador para outro ciclo. O 

acompanhamento se fez necessário durante todo o processo para verificar se a 

síntese prosseguiu corretamente. Os procedimentos para o acoplamento de cada 
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aminoácido são realizados em média em 1 h e 15 min. Pelo método de SPOT, o 

tamanho do peptídeo sintetizado é limitado pelo rendimento, que é ótimo até a 

faixa de 15-20 aminoácidos. Ao final da síntese, os grupos laterais dos 

aminoácidos foram desprotegidos pelo tratamento da membrana com ácido 

trifluoracético (TFA) associado a diclorometano e trietilsilano. Como resultado, é 

obtida uma membrana de celulose contendo os peptídeos desejados 

covalentemente ligados á ela em regiões pré-determinadas. 

A síntese dos peptídeos iníciou-se sempre pelo C-terminal do último 

aminoácido das seqüências estabelecidas para cada ponto. Após a retirada do 

grupo FMOC que se encontrava acoplado á função amina do aminoácido pela 

adição de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF), esta se tornou disponível 

para reação com o próximo aminoácido a ser acoplado. A eficiência deste passo 

pode ser monitorada pela reação com o azul de bromofenol, que apresenta 

coloração azul quando em contato com grupamentos amina livres.  

Os aminoácidos a serem acoplados foram ativados por DIPC/HOBT 

(diisopropilcarbodiimida/hidroxibenzotriazol) e depositados sobre a membrana. 

Para cada aminoácido foram realizados dois ciclos de acoplamento. As funções 

NH2 que permaneceram livres após o acoplamento foram acetiladas com anidrido 

acético 10% em DMF, a fim de se evitar reações colaterais com os aminoácidos 

posteriormente adicionados.  

O grupo protetor FMOC do aminoácido recém-acoplado foi novamente 

eliminado em meio básico pela piperidina a 20%. A membrana foi lavada com 
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18 °C e tempo de incubação de 1 h. O terceiro grupo foi inoculado com TMV 

pressurizado a 250 Mpa em combinação com uréia 1 M e temperatura de 20 °C 

com tempo de incubação de 1 h. O quarto grupo foi inoculado com TMV com uréia 

4 M e temperatura de 20 °C. Os esquemas de imunização estão demonstrados no 

quadro 2. 

Quadro 2: Esquema de imunização de camundongos com suspensões 

virais de TMV. Foram inoculados 5 animais por grupo, após 8 horas de pressão. 

 

Doses Dias Antígeno

1º dose 0 15 �g + ACF*

2º dose 15º 10 �g + AIF**

3º dose 28º 10 �g + AIF

Booster 35º 15 �g + AIF

Sangria Branca 38º -39º

 

* Adjuvante Completo de Freund 



 

88 

 

** 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 determinação dos títulos de anticorpos anti-TMV, quer 

para amostras homólogas, quer para amostras heterólogas, aqui denominadas de 

reatividade cruzada. Placas de poliestireno de 96 orifícios (MaxiSorp - Nunc™) 

foram sensibilizadas com uma solução de 2 μg/mL de antígeno viral, ressuspenso 

em tampão carbonato 0,05 M, pH 9,6, em volume de 100 μL/poço,  incubadas 

overnight, a 4 ºC. Entre as diferentes etapas do ensaio, as placas foram lavadas 

três vezes com PBS-T (PBS em Tween 20, 0,05%). Após essa primeira etapa as 

placas foram bloqueadas com 2% de leite em pó desnatado (Molico®), dissolvido 

em PBS (PBS-Molico) sendo re-incubadas por 60 min a 37 oC. Em seguida, os 

soros controle (obtidos de animais não imunizados) e imunes diluídos em tampão 

fosfato foram adicionados às placas, incubando-se a 37 0C durante 120 min. 

Foram adicionados em cada poço 100 �L do anticorpo anti-imunoglobulina de 

camundongo conjugado com “horseradish peroxidase” (HRPO) na diluição 

adequada, re-incubando-se a reação a 37 oC por 60 min. Após lavagens, foi 

adicionado o substrato-cromógeno (0,03% de H2O2 e 0,4 mg % de Ortho-

Phenylenediamine (OPD) em tampão citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,0). As placas 

foram incubadas por 30 a 60 min a 25 oC, protegidas da luz, interrompendo-se a 



 

89 

 

reação pela adição de 50�L de solução de H2SO4 4N em cada poço 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 heterólogas de antigeno viral. 

 

Soro Anti TMV Antigeno Viral

A X A, B, C, D e E

B X B, A, C, D e E

C X C, A, B, D e E

D X D, A, B, C e E

E X E, A, B, C e D 
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título de 104,5 TCID50%/1,0 mL. foram expostas às condições de pressão conforme 

o quadro 1. Após exposição à alta pressão, as amostras foram trazidas à pressão 

atmosférica. A mesma suspensão viral não exposta à pressão foi utilizada como 

controle. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. 

4.4 Bioinformática 

As análises de similaridade das proteínas a serem modeladas foram 

realizadas utilizando a ferramenta BLAST. O BLAST está disponível na internet e 

é composto por cinco programas: Protein-BLAST, Nucleotide-BLAST, BLASTx, 

tBLASTn e o tBLASTp. Estes programas têm como função procurar similaridades 

de seqüência primárias de proteínas e nucleotídeos. O Protein-BLAST, 

empregado neste trabalho, utiliza a seqüência protéica fornecida pelo usuário para 

fazer uma busca em banco de dados de proteínas por similaridade. Ele é 

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

O modelo 3D da TMVcp foi obtido através do banco de dados de proteínas 

(PDB) registrado no código de acesso 3J06. O modelo molecular tridimensional da 

TMVcp foi adaptado às condições de mapeamento de epítopos através do 

programa Molegro Virtual Docker evidenciando as sequencias de epítopos 

reconhecidas experimentalmente na estrutura determinada. 

Para identificar candidatos a epitopos nos peptídeos de TMV para a 

síntese, usamos a sequencia derivada dos experimentos com TMV em algoritmos 

de computador separados; incialmente analisamos a sequencia com base nas 

propriedades físico-químicas dos aminoácidos que a compõem usando algoritmos 



 

92 

 

de análise da área de superfície acessível ao solvente (277), classificação 

hidrofóbica e de antigenicidade dos componentes (147), processo de ubiquitinação 

(278), Rede Neural Artificial (ANN; 9-mer peptídeos 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 influência de 

previsões imuno-proteossomal clivagem (267). 

A sequência determinada experimentalmente foi avaliada através dos sites 

de análise de área de superfície acessível e também do pacote incluído no 

conjunto de softwares CLC Workbench 5.5, esta ferramenta permite a 

interpretação por aminoácido da probabilidade de exposição ao solvente na 

estrutura da proteína usada. Com o auxílio destes resultados foi possível inferir 

sobre regiões expostas pelos tratamentos, em conjunção com os algoritmos de 

predição de hidrofobicidade e antigenicidade que disponíveis online e no software 

CLC Workbench. Brevemente, para pequenas janelas de peptídeos de sete 

peptídeos sobrepostas até a cobertura completa da proteína, as caraterísticas de 

afinidade para a dada região são calculadas. Estas ferramentas consideram dados 

sobre polaridade e hidrofobicidade em condições de transferência da proteína da 

agua para álcool (escala de hidrofobicidade Kyte-Doolittle) e da agua para vácuo 

(escala de antigenicidade de Hopp-Woods) para cada oligopeptídeo gerado in

silício. 

Analisamos o potencial de interação com MHC de camundongos para 

classe I (Kd, Dd e Ld) e MHC classe II (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 pontuações para cada um dos algoritmos para todos os 

peptídeos foram alinhadas para comparar a ANN, ARB, SMM (com e sem 

influência predição proteossomal). Nós desenvolvemos uma comparação entre os 

métodos de previsão com os resultados de mapeamento pareando os resultados 

obtidos pela previsão com as intensidades de sinal obtidas pela quantificação das 

membranas de spot synthesis dos dados experimentais. 

Os mecanismos de mapeamento de epitopos de células B também foram 

empregados. Algoritmos que lançam mão da estrutura cristalografada da proteína 

do capsídeo do TMV empregaram o arquivo do banco de dados de proteínas 

(PDB) 3J06 que reconstruiu a estrutura helicoidal deste vírus. Desta forma, 

combinando resultados de área de superfície acessível com reconhecimento e 

exposição de aminoácidos na estrutura da proteína e classificando-a de acordo 

com potenciais de afinidade para cada fragmento. Além disso algoritmos de 

previsão para epítopos contínuos (lineares) ou descontínuos (conformacionais) 

também foi realizada. Utilizou-se, portanto, os seguintes algoritmos: IEDB (229), 

BepiPred (279), SEPPA (280).  
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beta e resíduos subsequentes, em contraste com os resíduos que são sintetizados 

antes desta conformação secundária.  

A região seguinte, contida entre os resíduos 20 a 60, possui uma alfa-hélice 

com maior hidrofilicidade e antigenicidade; composta por aminoácidos polares em 

sua grande maioria. É uma região que tem maior probabilidade de exposição na 

superfície, além de maior flexibilidade da cadeia, por conta da estrutura 

secundária formada e também das forças de interação internas por ela geradas. 

Entre os resíduos 61 a 80, observam-se duas folhas beta (60 – 64, 70 – 75) 

bem definidas e poucos aminoácidos polares. Nestas condições, esta região 

apresenta valores menores de hidrofilicidade e antigenicidade se comparadas às 

regiões anteriores, além de menores probabilidades de exposição na superfície da 

proteína e restrição em flexibilidade da cadeia. 

A região entre os resíduos 81 a 100 possui duas alfa-hélices, a alta 

hidrofobicidade na região da primeira alfa hélice (81 a 90) que reflete em previsão 

de baixa antigenicidade para este fragmento bem como baixa probabilidade de 

exposição e flexibilidade da cadeia pode ser explicada pela composição de 

aminoácidos deste fragmento, como observado na coloração da sequencia. Isto 

não é observado no fragmento seguinte (91 a 100) que possui aminoácidos 

polares em sua composição tem menores índices de hidrofobicidade com 

consequente aumento em antigenicidade da região bem como maior probabilidade 

de exposição e flexibilidade para os aminoácidos citados, internos a essa região 
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A Figura 35 mostra os resultados combinados para a análise dos alelos Dd, 

Ld e Kd através da base IEDB para MHC de classe I de camundongos Balb / c. 

Estes resultados refletem a afinidade do peptídeo para o complexo MHC com 

base nas previsões da base de dados. Em todas as três previsões realizadas 

observa-se uma região que abrange os resíduos 3-16 como tendo uma afinidade 

elevada. A afinidade da região que incluía os resíduos 60-90 variaram entre as 

três previsões, mas foi mais elevada no alelo Kd, sugerindo preferencia da 

molécula de MHC gerada por este alelo pelos fragmentos gerados para a TMVcp 

nesta região. As pontuações para alelos Dd e Kd nesta região eram semelhantes 

enquanto que a do alelo Ld foi menor, com todos os três alelos mostrando 

diferentes afinidades de ligação. A pontuação máxima para a predição H2Dd (82-

89) foi de -0,4 para -0,2 comparação para a região de resíduos 71-77 Kd e -0,03 

para a predição Ld a região de resíduos 79-86. Dos três alelos apenas Ld foi 

capaz de se ligar virtualmente peptídeos da região que abrange os resíduos 103-

110. As regiões terminais TMVcp tinha regiões de ligação semelhantes embora 

tenha havido uma diminuição progressiva das afinidades de ligação dos alelos Dd, 

Ld e Kd. As maiores diferenças de pontos de afinidade para os nonâmeros 

gerados para a TMVcp foram registrados para alelos H2-Kd e H2-Ld. H2-Dd, que 

tinham pontuações menores quando comparados com os outros alelos e não 

coincidem com as pontuações mais altas de ligação quando os resultados dos três 

métodos foram combinados com as contagens totais (figura 35).  
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membrana e o procedimento gerou, ao final do experimento, um sinal quantificado 

por digitalização pixelada delimitada por campos pelo programa Totallab Quant, 

módulo spot array. A figura 44 mostra os resultados após revelação 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 imunização dos camundongos com parvovírus suíno. Na figura 45 a 

quantificação da intensidade de sinal do mapeamento da forma nativa foi 

contrastada com os relatos da literatura para a TMVcp. A figura 46 exibe uma 

composição dos resultados de mapeamento para cada tratamento.  

 

Figura 43: Esquema de localizações peptídicas na membrana. Os pentadecaptides correspondentes são 

apresentados na Figura 45 

O mapeamento de epítopos da forma nativa revelou diferenças 

significativas entre os resultados da literatura, principalmente para as regiões 

iniciais da proteína. Observa-se nos resultados, a ausência de sinal nos 

pentadecapeptídeos iniciais. O reconhecimento dos anticorpos do soro de 

camundongos imunizados com a proteína em sua forma nativa é observado para 

os spots A11 a A16, que correspondem às posições 31 a 60, A20 a A23, que 

correspondem às posições 58 a 81, B5 a B8, que correspondem às posições 88 a 

111, B17 a B18, que correspondem às posições 121 a 138 e B21 a B25, que 

1A 2A 25A
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regiões mais fracas ou menos reativas: A4-A7 (resíduos 10-33) e A25-B1 

(resíduos 73-90). As regiões de ligação fortes correspondem a �-hélices. 
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Figura 45: Resultados do mapeamento de epitopos, com base na Figura 43, expressa como a intensidade 

local em AU (unidades arbitrárias). 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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(NPTTAETLDATRRVD, TAETLDATRRVDATV, TLDATRRVDATVAIR). O mesmo 

tratamento falhou em reconhecer os epítopos da forma nativa nos spots 14 – 16 - 

resíduos 40 a 60 (QARTVVQRQFSEVWK, TVVQRQFSEVWKPSP, 

QRQFSEVWKPSPPQV), 22 – 23 – resíduos 64 a 84 (FPDSDFKVYRYNAVL, 

SDFKVYRYNAVLDPL) e 25 a 26 – resíduos 73 a 90 (RYNAVLDPLVTALLG , 

AVLDPLVTALLGAFD). A tabela 1 relaciona estes resultados. 

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

contraste com a forma tratada sob alta pressão. 

Posição� Sequencia� Posição�inicial���final� Nativo HHP�250�MPa�

6 16� a� 30�   + 

7 19� a� 33�   ++ 

10 28� a� 42� + ++++ 

11 31� a� 45� + ++++ 

18 52� a� 66�   +++ 

19 55� a� 69�   +++ 

22 64� a� 78� +   

23 67� a� 81� ++   

35 103� a� 117�   + 

36 106� a� 120�   ++ 

37 109� a� 123�   ++ 

49 145� a� 159� ++++   
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NQANPTTAETLDATR, NPTTAETLDATRRVD, TAETLDATRRVDATV, 

TLDATRRVDATVAIR). A tabela 4 relaciona estes resultados. 

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

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

Posição� Sequencia� Posição�inicial���final� Nativo HHP e Baixa temperatura 

1 1� a� 15�   ++ 

2 4� a� 18�   ++ 

3 7� a� 21�   ++ 

4 10� a� 24�   ++ 

17 49� a� 63�   + 

18 52� a� 66�   + 

19 55� a� 69�   + 

33 97� a� 111� +++ 

34 100� a� 114� ++++ 

35 103� a� 117� ++++ 

36 106� a� 120� ++++ 

37 109� a� 123� �� +++ 
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6 Discussão 

Existe um grande volume de informações estruturais para o TMV, 

particularmente a TMVcp. Neste estudo, utilizou-se a tecnologia da síntese local 

de peptídeos para mapear os epítopos da TMVcp que foram reconhecidos 

naturalmente e também após tratamentos de alta pressão, contrastando-os com 

previsões de bioinformática para interação com possíveis epitopos reconhecidos 

por células B e T. As propriedades estruturais do TMVcp previstas por 

bioinformática também foram utilizados para apoiar os nossos resultados 

experimentais.  

A literatura fornece bastante informação sobre o perfil antigênico da 

proteína do capsídeo do TMV. Vários autores mapearam a proteína purificada 

para identificar epítopos que são reconhecidos, em diferentes modelos animais 

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

Nas nossas experiências, não encontramos ligação significativa nos 

primeiros 42 peptídeos da TMVcp, em contraste com resultados anteriores, para 

os primeiros 10 peptídeos (308) e para os peptídeos 19-32 (103), utilizando soros 

policlonais. Os resultados coincidem com a literatura para as regiões positivas 

encontrados em nosso experimento. As regiões descritas como positivos 34 – 39 

(308), 55 – 61 (310) e 62-68 (309). Os nossos resultados detectaram interação 

com a região 31-60, com sinais mais fortes de ligação localizados na região 34 – 

51 e 43 – 60. A região localizada entre peptídeos 58 até 81 é também descrita 

como positiva pelos soros policlonais (região 55-61 e 62 a 68). Posições 
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encontradas por ambos os anticorpos poli e monoclonais (MAbs) na literatura 

correspondem às regiões dos peptídeos 80-90, 105-112, 115-134, 134-146 e 153-

156 (88, 90, 104). Os nossos resultados mostraram reação positiva para a região 

85-108 com sinal mais intenso na região dos resíduos 88-102 (spot 30). Não 

encontramos ligação na região a partir de resíduos 97-132, em contraste com os 

resultados anteriores (88, 289), mas de acordo com outros relatos (90, 104) para 

as regiões dentro de resíduos 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 antigênico de 

TMV de acordo com Anderer, que usou peptídeos trípticos e um ELISA fixo do 

sistema de detecção 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 epítopos de uma proteína por meio de MAbs (310). Outros relatos 

confirmaram depois que proteínas mais longas devem ser usadas a fim de tratar 

corretamente o processo de apresentação de antígeno (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 combinação com previsões de 

epítopos especificamente para este modelo animal fornece uma estratégia de 

mapeamento rápido e preciso dos epítopos de uma dada proteina. 

Os determinantes antigênicos de proteínas são geralmente localizados em 

regiões expostas polares, hidrofílicas. Por conseguinte, a acessibilidade e a 
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flexibilidade destes segmentos são maiores do que as de outros epítopos 

potenciais localizadas mais profundamente na estrutura tridimensional da 

molécula. Como mostrado aqui, o gráfico Kyte-Doolittle da sequência TMVcp 

revelou que as regiões envolvendo os resíduos de aminoácidos 30-78, 80-120 e 

130-150 possuem estas caraterísticas. Estas regiões correspondem aos epítopos 

com maiores intensidades de ligação, identificados nas análises de previsão. 

Resultados semelhantes foram descritos em outro relato utilizando diferentes 

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

Vários estudos têm demonstrado a correlação entre os dados experimentais 

e os resultados de previsão de bioinformática para processos complexos, como 

clivagem proteosomal, a TAP afinidade de ligação e de ligação do MHC (228, 244, 

293, 304, 312-314). Uma correlação semelhante foi também observada aqui para 

a ligação de peptídeos derivados da TMVcp frente MHC de Classe I e de Classe II 

em camundongos. Considerando a limitação espécie-específica do TMV em 

camundongos, é pouco provável que outros mecanismos que não a via de 

processamento intracelular por endocitose de antígenos estejam envolvidos, ou 

seja, provavelmente há ativação de células de processamento de antígenos 

(APC), tais como macrófagos e células dendríticas, responsáveis por 

apresentação cruzada de antígenos. Neste contexto, as previsões para 

proteassomo / TAP / MHC I no presente estudo foram realizadas para efeitos de 

comparação, embora as células dendríticas realizem autofagia e expressem 

ambas as classes de MHC (163, 315, 316). Os alelos Balb / c aqui escolhidos para 

os processos de previsão in silicio foram escolhidos de acordo com a 



 

136 

 

disponibilidade de algorítmos para este modelo. Muitos estudos demonstraram o 

efeito das substituições de aminoácidos na função de proteínas, por exemplo, o 

efeito de mutações na actividade de polimerase de influenza A (317, 318). 

Modificação de proteínas do capsídeo pode gerar um vírus defeituoso e, 

consequentemente, à incapacidade de automontagem da partícula do vírion, 

impedindo assim a novas infecções (319, 320). 

Características como propensão à hidrofobicidade, flexibilidade e 

acessibilidade, a presença de voltas e hélices, superfície exposta em termos de 

polaridade, e previsões sobre antigenicidade foram parâmetros utilizados para 

prever epítopos nos algoritmos empregados e para análise da sequencia. Em 

geral, as hélices ocorrem na superfície das proteínas e são geralmente acessíveis 

e hidrofílicas. Em contraste, o núcleo é essencialmente desprovido de moléculas 

de água (237). No caso da proteina do capsídeo VP5 do vírus herpes simplex tipo 

I a estrutura secundária é importante para a ligação do anticorpo e mesmo 

pequenas modificações podem afetar a identificação do antígeno pelo sistema 

imune (321, 322). A TMVcp tem três grandes regiões hidrofílicas que abrangem os 

resíduos 30-70, 90-120 e 140-150; todas as três regiões também foram 

reconhecidas no mapeamento da forma nativa. 

Com base nos resultados de ligação de IgG de camundongos à membrana 

dos epítopos TMVcp, observou-se sinal nos resíduos 31-60, 85-108 e 133-159. As 

ferramentas disponibilizadas pelo IEDB mostram que essas regiões tiveram maior 

probabilidade de clivagem proteosomal. Estes resultados foram complementados 
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com as previsões da afinidade de ligação a TAP. As predições de ligação a MHC 

de classe I consideraram os resultados combinados destes três métodos de 

previsão bem como os alelos utilizados, que incluem apenas três alelos do MHC 

(Dd, Kd e Ld) disponíveis. A variação na ligação prevista observada com este 

método provavelmente reflete diferenças estruturais que influenciaram interacções 

entre MHC-peptídeo (323). Neste contexto, a análise in silicio revelou diferentes 

ligações possíveis para cada alelo testado. O servidor CBS analisa 

individualmente os resíduos enquanto que os algoritmos do IEDB empregam 9-

meros na análise de cada alelo, para as três regiões antigênicas principais 

identificadas experimentalmente. 

Estas três regiões antigênicas foram avaliados também com o IDEB e 

servidores CBS frente software de predição para MHC de classe II. As regiões 

previstas com ligação de alta afinidade também foram encontradas no 

mapeamento da forma nativa. Peptídeos derivados do segmento contendo 

resíduos 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 possíves epitopos. Neste último caso, os epitopos foram 

previstos compreendendo os resíduos 34-85.  

O software de previsão de células B encontrou a região dos resíduos 46-66 

com alta probabilidade de ligação, concordando com nossos resultados 

experimentais. A predição de epítopo descontínuos reconhecidos por células B 

encontrou nesta mesma região um fragmento maior com alta probabilidade (que 
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se estende do resíduo 33 a 90), com dois resultados de maior afinidade previstos 

para esta região. Estes dois picos são separados por poucos resíduos (61-63), o 

que diminui acentuadamente a probabilidade de ligação, de acordo com o 

algoritmo utilizado.  

As células B são de particular interesse porque os seus receptores de 

superfície são formados por rearranjo mediado por IgG. Por conseguinte, os 

epítopos reconhecidos por IgG positivas e possivelmente apresentado via MHC II 

são importantes em combinação com as previsões de células B, considerando a 

comunicação entre estas células e APCs. Esta possibilidade foi examinada 

usando vários motores de predição de epítopos B. Como resultado, cinco regiões 

da TMVcp foram previstas. O menor epítopo encontrado esta na região inicial da 

seqüência 18-20, enquanto a mais longa encontra-se nos resíduos 52-64. 

Os resultados de previsão aqui descritos, de acordo com outros relatórios 

para este vírus e dados de centros de referência em estudos TMV, suportam os 

nossos resultados de spot synthesis, no entanto, os epítopos que identificamos 

nos diferentes tratamentos não foram previstos diretamente, sugerindo 

discordância entre estes resultados e os algoritmos de previsão. Em 

camundongos Balb / c, os primeiros dez pentadecapeptideos da TMVcp não foram 

reconhecidos. Van Regenmortel e cols (1999) relataram que estas regiões são 

importantes epítopos. No entanto, a utilização de vários modelos diferentes, para 

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

classe I alelos em Balb / c), tornando difícil a interpretação dos resultados. 

Informações sobre os efeitos da alta pressão sobre biomoléculas têm sido 

relativamente escassas até o momento. Os avanços recentes nas técnicas 

analíticas de estudo de proteínas sob pressão têm facilitado a investigação de 

interações moleculares internamente em proteínas e em complexos de proteínas, 

fornecendo novas perspectivas para a estrutura e função de biomoléculas, em 

condições de pressões elevadas. Além disso, como o efeito da pressão em 

proteínas geralmente é distinto se comparado aos gerados por temperatura, 

condições desnaturantes de pH, a pressão é considerada como uma variável 

importante para a análise de relações entre estrutura e função de proteínas (201, 

215).  

A pressão é reconhecida como um potencial agente desnaturante de 

proteínas há algum tempo, no entanto, a gama de variações de pressão para 

desnaturação de proteínas difere, dependendo das características estruturais da 

proteína, mas é aplicada em larga escala em virologia. Considerando que as 

estruturas primárias e secundárias de proteínas não são alteradas mediante 

pressões tão elevadas como 10 kbar, proteínas oligoméricas podem facilmente 

dissociar a pressões inferiores a três kbar (201, 210, 215, 337, 338, 344). 

Em geral, o efeito de pressão sobre um processo físico-químico, em 

equilíbrio, é regido pela alteração de volume do processo, �V. Assim, a aplicação 

de pressão fará com que o equilíbrio mude em favor do estado com o menor 
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volume geral. A magnitude de sinal em �V para alterações na estrutura da 

proteína dependerá de interações moleculares específicas (201, 215). 

Devido à capacidade de dissociar proteínas oligoméricas de forma 

reversível, o tratamento com HHP elevou-se como um método alternativo para a 

inativação viral, considerando o contexto de desenvolvimento de vacinas. Postula-

se que a dissociação reversível das proteínas do capsídeo viral causa, na 

automontagem subsequente, partículas virais associadas imperfeitamente, evento 

este que já foi associado à perda de infecciosidade, enquanto conserva, ao 

mesmo tempo, ou ainda melhorando, a imunogenicidade das proteínas de 

interesse (48, 216, 336, 359). Em nosso trabalho, observamos estas alterações 

indiretamente no mapeamento dos epítopos para as proteínas tratadas sob 

pressão, com diferentes regiões disponibilizadas para processamento e 

reconhecimento antigênico, providas pelo modelo animal empregado. É importante 

ressaltar que não apenas as regiões mais expostas ao solvente são mais 

acessíveis aos sistemas de processamento antigênico, como descrito por 

Carmicle (360) e revisto por Neefjes (163), a restrição de afinidade ao MHC pelos 

alelos que os codificam é bem conhecida, em detalhes que permitiram a criação 

de modelos de ligação e mecanismos de previsão – como os aqui empregados. 

Assim, conformação tridimensional da proteína é fator decisivo também na 

apresentação de antígenos, mas depende da combinação de fatores imunológicos 

para determinação de quais epítopos serão relevantes para uma dada proteína, 

como, por exemplo, a questão de imunodominância para CD4, que não é 

explicada totalmente pela seletividade de epítopos. Por esta razão o estudo de 
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sítios de clivagem das enzimas responsáveis pelo processamento de antígenos 

são incorporados nos modelos de previsão e também podem ser inferidas a partir 

de estudos como o mapeamento extensivo do reconhecimento antigênico aplicado 

neste trabalho. De forma geral a estrutura tridimensional limita o acesso da 

proteína processada ao MHC, como em exemplo descrito por Thai (361), onde 

eventos de acidificação endossomal contribuem para a desestabilização da 

proteína, além de muitos outros estudos que, em consenso, sugerem que a via de 

processamento do antígeno determina a imunodominância dos epítopos (362). 

Como afirmado por Hubbard: “A clivagem endoproteolítica tende a ocorrer 

em segmentos polipeptídicos desordenados, graças à conformação dos 

segmentos em relação aos sítios ativos das enzimas” (363, 364) a relação entre 

forma e processamento é determinante na apresentação de antígenos. Além disto, 

a imunodominância também está relacionada à espécie estudada, de acordo com 

Dai, sugerindo ainda que o encurtamento de um peptídeo desordenado, por 

clivagens ou por condição estrutural, pode reduzir a imunogenicidade de um 

epítopo associado ou adjacente (365, 366). Neste sentido, a identificação de 

regiões mais prováveis de influencia tridimensional no reconhecimento de 

epítopos se dá em porções flexíveis da proteína, em alças móveis. 

Compreendendo dois mecanismos distintos, portanto, de geração de epítopos 

restritos a MHC classe II, a via protease-dependente – que sofre interferência 

tridimensional na apresentação e a via protease-independente, que liga o epítopo, 

sem processamento enzimático, diretamente ao MHC II (367). 
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Neste contexto algumas caraterísticas das proteínas devem ser 

consideradas, quando o tratamento sob pressão é empregado. A ação da pressão 

é distinta da temperatura, poucos kbar são capazes de desnaturar proteínas. Em 

condições ambiente para pressão e temperatura, pequenas variações resultam em 

comportamentos elásticos da proteína e em casos com grandes elevações em 

pressão ou temperatura ocorrem alterações plásticas ou conformacionais (368). 

Observamos alterações deste tipo nos tratamentos empregados, principalmente 

nas condições desnaturantes de ureia, nestes tratamentos relatamos o 

reconhecimento do soro dos camundongos tratados em regiões diferentes 

daquelas identificadas no experimento com a forma nativa da TMVcp. Na 

comparação dos resultados dos mapeamentos para os tratamentos e com a forma 

nativa – estabelecida como referencia para interpretação do perfil normal de 

reconhecimento – e utilizando dados da predição de epítopos para a estrutura 

cristalográfica da proteína viral foi possível inferir sobre regiões que foram 

expostas na superfície e que, portanto, permitiram reconhecimento e produção de 

sinal.  

Em condições de elevada pressão ou temperatura ocorrem mudanças 

chamadas cooperativas na estrutura secundária da proteína causando o efeito 

plástico. Na expansão térmica o volume molar é alterado, causando distensão das 

regiões flexíveis da proteína e desnaturando-a. Outro componente mensurável é a 

compressibilidade isotérmica, derivada de alterações em volume e pressão. 

Ambos são derivados das cavidades da proteína – geradas pela composição de 

aminoácidos em relação à polaridade e hidrofobicidade individual e também 
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hidratação destas regiões na estrutura proteica. Linhas gerais podem ser definidas 

em termos de compressibilidade – negativa por ser dependente da interação 

soluto-solvente (proteína-agua) e em termos de cavidades – que compensam o 

efeito citado ao longo da estrutura tornando a compressibilidade positiva (201, 

215).  

Para testar a hipótese da interferência da conformação proteica no 

processamento antigênico Dai e cols. inseriram mutações em pontos chave da 

proteína e mapearam o reconhecimento antigênico destas alterações por western 

blot. Observaram que as deleções inseridas reduziram o tamanho dos epítopos e 

também a sensibilidade à proteólise das regiões onde a conformação foi postulada 

como interferente no processamento, implicando na redução da imunogenicidade 

de epítopos dominantes. Estes autores propõem então que a distribuição da 

flexibilidade local em antígenos dobrados e estáveis influencia o processamento e 

apresentação mais que a sequencia primária da proteína. Epítopos protease-

independentes seriam restritos a regiões flexíveis da proteína enquanto epítopos 

protease-dependentes são retidos por limitação estrutural – podendo esta ser 

desestabilizada por proteólise. Segundo os autores epítopos tendem a ocorrer em 

regiões que flanqueiam áreas flexíveis e não em porções centrais de segmentos 

de peptídeos (365, 366, 369-372). 

Neste sentido muitos estudos já avaliaram a alteração de funções induzida 

por pressão em proteínas, o primeiro estudo com espectroscopia vibracional 

(RAMAN) com lisozima alterada por pressão revelou que a alta pressão induziu 
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um estado unfolded e que esta condição era irreversível, diferente do observado 

com técnicas de fluorescência (373). O mesmo foi observado em estudos com 

quimiotripsina (374). Este estado desdobrado (unfolded), induzido por pressão, 

gerou alterações intermoleculares que impediram a reversibilidade do estado, 

principalmente nas interações geradas por pontes de hidrogênio.  

No tratamento com alta pressão apenas observou-se regiões diferenciais, 

ou seja, quando em contraste com o mapeamento da forma nativa, novos epítopos 

foram reconhecidos. Estas regiões são discutidas abaixo. 

Houve deslocamento do sinal para os primeiros penta decapeptídeos da 

composição em dois tratamentos, alta pressão e baixa temperatura e no 

tratamento com ureia 4 M. Estes epítopos são descritos na literatura, mas não 

foram observados no mapeamento da forma nativa. Correspondem às seguintes 

sequencias MSYSITTPSQFVFLS, SITTPSQFVFLSSAW, TPSQFVFLSSAWADP e 

QFVFLSSAWADPIEL os aminoácidos iniciais da TMVcp para os spots 1 a 4. A 

análise de área de superfície acessível para esta região afirma que apenas os 

aminoácidos da posição 3 a 15 são expostos na superfície, ao passo que, para os 

demais aminoácidos sintetizados nestes spots, os resultados apontam para 

internalização dos resíduos. Os algoritmos de previsão de hidrofobicidade e 

antigenicidade para esta região mostram que este fragmento inicial é hidrofílico e 

antigênico e a combinação de previsões para MHC I e II concorda com a 

possibilidade de apresentação destes epítopos. Na análise de clivagem pelo 

proteassomo os aminoácidos 14 e 15 são altamente susceptíveis à proteólise, 
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mas, de acordo com a estrutura depositada no PDB, análise da estrutura 

secundária da proteína – região de folha beta, com os resultados negativos de 

mapeamento da forma nativa sugere-se que, na conformação nativa, esta região 

não é facilmente acessada pelo sistema de processamento e, portanto, estes 

tratamentos permitiram a apresentação destes epítopos para os sistemas de 

memória adaptativa. Entretanto, os dados de afinidade para TAP apontam para 

grande probabilidade de ligação à região. Os alelos de MHC I diferem quanto à 

afinidade, o alelo H2-Dd possui maior afinidade para os resíduos 1 a 5 e 16 a 24; o 

alelo Kd concorda com a previsão anterior, mas expande a afinidade para a região 

16 a 25 bem como o alelo Ld. Na previsão para MHC II a região contida entre os 

resíduos 12 a 29 analisada pelo algoritmo IEDB para o alelo IAd retornou os 

maiores valores para probabilidade de afinidade do teste. Esta região (spots 5 a 7 

– resíduos 13 a 33) não corresponde – segundo a literatura e de acordo com as 

análises in silicio, a epítopos descritos ou mapeados em nossos experimentos 

com a forma nativa da TMVcp, localizam-se próximos a uma fita beta e uma alfa 

hélice próxima. São compostos por aminoácidos hidrofóbicos e também por 

aminoácidos polares (FLSSAWADPIELINL, SAWADPIELINLCTN, 

ADPIELINLCTNALG) e a previsão de disponibilidade na superfície da proteína 

mostra apenas sete destes com alta probabilidade de exposição, entretanto, dada 

a posição entre duas estruturas secundárias, composição de aminoácidos e 

previsão de afinidades de ligação a MHC classe II para a estrutura linear nesta 

região sugere-se que o tratamento de alta pressão desestabilizou estas estruturas 

favorecendo a exposição e processamento destes epítopos.  
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Houve também maior intensidade de ligação na região 28 a 51 

(CTNALGNQFQTQQAR, ALGNQFQTQQARTVV, NQFQTQQARTVVQRQ e 

QTQQARTVVQRQFSE) com anticorpos derivados da imunização pós pressão, 

pressão e baixa temperatura e pressão combinada com ureia 1 M. Na análise 

bioinformática, obteve-se scores maiores na análise de antigenicidade (Hopp-

Woods) e também em hidrofobicidade (Kyte-Doolittle) para este fragmento. Estas 

regiões, entretanto, não correspondem em sua totalidade aos resultados de 

predição de exposição e área de superfície acessível, que preveem as regiões 21 

a 37 e 57 a 60 como expostas. Por outro lado, em termos de clivagem por 

proteassomo, a região mencionada é alvo possível de clivagem que não era 

expostas antes do tratamento a 250 MPa. Nesta linha de raciocínio as afinidades 

por TAP e, em seguida, por MHC classe I para os resíduos nas posições 20-35 e 

47-58 obtiveram os maiores scores para afinidade pós-clivagem ao transportador 

TAP e afinidades diferenciadas foram obtidas pelas ferramentas de predição 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 região 

mencionada. Já nas previsões para afinidade ao MHC de classe II, a região 

mencionada inicialmente (28 a 51) está completamente contida na previsão 

gerada para o alelo IAd, reforçando que dada à disponibilidade para 

processamento da região a geração de resposta adaptável ao fragmento é 

possível exatamente para o fragmento estudado – sendo as limitações mais 

prováveis para não apresentação na forma nativa da proteína das regiões iniciais 

a alteração de conformação e exposição de sítios para clivagem endossomal 
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favorecendo epítopos adjacentes, como as teorias propõem. Propõe-se que esta 

região sofreu alteração conformacional que permitiu processamento e 

apresentação, aumentando o reconhecimento verificado experimentalmente. 

Uma região de ligação observada na forma nativa, no tratamento de alta 

pressão e baixa temperatura e também no tratamento com ureia não é observada 

no mapeamento gerado pelos anticorpos derivados apenas do tratamento sob 

pressão. Os resíduos 73 a 90 (RYNAVLDPLVTALLG, AVLDPLVTALLGAFD) estão 

inseridos entre duas folhas beta e o início de uma alfa hélice, estruturas que 

quando submetidas à pressão sofrem alterações de volume, que por sua vez 

podem ou expor áreas de clivagem imunológica ou ainda alterar a conformação da 

proteína neste ponto, dificultando a interação com os processos de apresentação 

antigênica. Os resultados de previsão de afinidades para este fragmento, por outro 

lado, indicam maior probabilidade de apresentação como epítopo. Com base 

nestas informações e também na literatura, que confirma a região como antigênica 

nestes pontos, sugere-se que o tratamento omitiu a apresentação deste epítopo 

por causar alterações na estrutura da TMVcp impossibilitando a interpretação 

imunológica observada no mapeamento nativo. 

Em conclusão, os resultados relatados expandem o mapeamento de 

epítopos da TMVcp em modelos de camundongos além de incluir mapeamentos 

das formas alteradas sob pressão em contraste com algoritmos de previsão 

imunoinformática. Encontramos regiões discordantes das primeiramente 

consideradas como epítopos bem definidos que não ligaram anticorpos no 
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presente estudo, o que sugere uma exploração mais cuidadosa da maquinaria de 

processamento de antigenos diferentes nos modelos animais escolhidos à época. 

Utilizando algoritmos de previsão para a comparação dos resultados produzidos 

observamos concordância dos dados experimentais com estas previsões. 

Mapeamento de epítopos é uma ferramenta eficaz para medir e identificar quais 

as regiões de uma dada proteína ligam respostas por anticorpos e, quando 

utilizada em conjunto com as previsões in silicio fornecem um poderoso conjunto 

de instrumentos na decisão sobre as melhores opções de vacinas baseadas em 

epítopos. O tratamento da TMVcp nas condições de pressão, baixa temperatura e 

diferentes concentrações de uréia alterou nitidamente o perfil de apresentação e 

reconhecimento de antígenos, com resultados fundamentados na literatura e 

considerando as condições deste estudo. Estas informações são muito 

importantes principalmente nos casos onde as regiões imunogenicas 

determinantes para esta proteina foram conservadas após o tratamento 

juntamente com a revelação de novos epítopos até então ocultos pela estrutura da 

proteina. Estudos futuros podem avaliar, para os diferentes tipos de reposta 

imune, quais tratamentos serão mais adequados considerando variações de 

síntese de peptídeos. Exemplos destes tipos de estudo incluem ensaios com 

membranas cujos spots sintetizados mimetizem moléculas de MHC classe I e II 

interagindo com as formas tratadas e nativas e reveladas pelo mesmo mecanismo, 

ou ainda estudos com mais classes de imunoglobulinas seguindo o mesmo 

princípio deste trabalho, mas focando em imunodominância e reconhecimento 

decorrente das recombinações VDJ para as demais classes. Além disso, estudos 
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com base cristalográfica podem identificar corretamente quais alterações 

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 antigênico. Estudos de clivagem 

enzimática, mediada por enzimas da via endógena de degradação de proteinas 

em células apresentadoras de antígenos, realizados com as formas tratadas 

indicarão quais regiões foram expostas ou ocultas pelo tratamento com base no 

princípio de reconhecimento do sítio de clivagem fornecendo informações 

importantes sobre estrutura versus tratamento de alta pressão e, por 

consequencia, melhorando estratégias de desenho vacinal. 

A natureza complexa e variável das interações carboxilílicas nos 

tobamovirus fornece uma intrincada visão sobre a relação entre estrutura e 

função. Em particular, a natureza destas interações permite função e 

sobrevivencia do virus, para tanto, as características estruturais são chave, como, 

por exemplo, as interações das subunidades e a alta conservação de resíduos 

determinantes para montagem na sequencia da proteina. Carboxilatos Caspar são 

claramente importantes na montagem e a desmontagem de todos os 

tobamoviruses já estudados. Definidos como as interacções entre as cadeias 

laterais dos resíduos específicos, no entanto, as interações carboxi-carboxilato 

parecem permanecer mesmo quando alterações significativas na sequência de 

aminoácidos e estruturas derivadas são observadas. Esta capacidade de 

interações da estrutura da TMVcp para compensar efeitos mutacionais tem 

vantagens evolutivas determinantes para o vírus.  
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Dois grupos de aminoácidos ácidos são considerados importantes para as 

interações da estrutura helicoidal do TMV. Quando o vírus entra nas células, o pH 

mais elevado e os níveis mais baixos de cálcio aumentam a repulsão de 

carboxilatos vizinhos, desestabilizando o capsídeo. Este conceito foi originalmente 

proposto por Gaspar e posteriormente examinado por mutagênese sítio-dirigida 

(31, 375, 376). Foram identificados vários carboxilatos, incluindo Glu50 e ASP77, 

que estão em contato entre si na estrutura helicoidal, e um grupo de quatro 

aminoácidos ácidos, GLU95, GLU97, GLU106 e GLU109, voltados para a região 

interna da estrutura. Estas interações auxiliam na orientação de montagem bem 

como na estabilização dos capsômeros, como verificado em (377), no trabalho 

que inseriu mutações na TMVcp para este fim, confirmando que as cargas 

negativas destes aminoácidos são determinantes para desmontagem do capsídeo 

nas condições de replicação intracelular. Quando alterados, para verificação desta 

hipótese, os aminoácidos inseridos comprometeram a desmontagem do capsídeo 

e, portanto, a replicação viral. Como discutido anteriormente, os tratamentos de 

alta pressão são capazes de alterar significativamente a estrutura secundária de 

proteinas e por consequencia influenciar a exposição de resíduos, formando novas 

possibilidades de interação (215). Juntamente com os relatos sobre os planos de 

interação possíveis para formação do capsídeo no TMV (87), informações sobre a 

dissociação em alta pressão (48) e o mapeamento sistemático dos epitopos 

lineares da TMVcp nativa (Lima Neto 2012 – in press), agora em combinação com 

o mapeamento das formas tratadas sugere alterações importantes neste 

processo.  
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Estudos de interação com outros vírus indicam que a montagem é facilitada 

pela subunidade interacções específicas entre as subunidades de proteínas e uma 

sequência de RNA interno. No TMV, esta sequência de RNA permite a nucleação 

necessária para o alongamento adicional. Uma consequência disto é que a 

propriedade modificações na conformação do RNA e a ocorrência de mutações e 

modificações nas condições externas pode afetar o início da automontagem, bem 

como a velocidade de agregação dependente das interações proteína-RNA. 

Evidência experimental indica que, no caso do TMV, um grande número de 

interações ocorre para o alongamento rápido através da incorporação do disco de 

20 S (38-42 subunidades da TMVcp) região 5'-terminal do RNA, na outra 

extremidade o processo é mais lento e. 

Recentemente, Bispo e colaboradores descreveram aspectos 

termodinâmicos da dissociação do TMV por alta pressão hidrostática em diversas 

condições, incluindo temperaturas abaixo de zero e, na presença de ureia. Estes 

resultados indicaram que não houve desnaturação significativa quando a 

dissociação do capsídeo do vírus induzida por pressão ocorreu em baixas 

temperaturas e, na ausência de ureia. Dissociação significativa foi observada em 

concentrações sub-desnaturante de ureia (2,5 M). Desnaturação acentuada foi 

observada apenas em concentrações elevadas de ureia ou de concentrações sub-

desnaturantes de ureia, em combinação com a pressão. 

Do ponto de vista de interações dos capsômeros na automontagem dos 

capsídeos, 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 regiões importantes envolvidas nestes processos, sugerindo 

exposição destas regiões diferenciais – não observadas no mapeamento da forma 

nativa – e, portanto, tornando-as acessíveis aos anticorpos do modelo testado. 

Observamos para as posições 49 a 78 (spots 16 a 21), porção da proteina em alfa 

hélice e voltas beta, localizada na porção RS, reconhecimento de anticorpos nos 

tratamentos de HHP, HHP / -18 °C e HHP / uréia 1 M (respectivamente, em 

termos de intensidade), sugerindo exposição desta região que, por sua vez, esta 

envolvida com interações com a subunidade TMVcp do plano superior da estrutura 

do capsídeo. A segunda região diferencial, contida entre os resíduos 70 a 96 

(spots 24 a 28) responde pela região RR da proteina e com baixas probabilidades 

de exposição na superfície, de acordo com os dados de área de superfície 

acessível e com interações 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 região 

diferencial, observada nos mapeamentos esta relacionada à região dos resíduos 

97 a 123 – região que contem os aminoácidos envolvidos nas interações dos 

Carboxilatos de Caspar, conhecida pelas interações laterais entre as subunidades, 

pela orientação interna em relação à estrutura helicoidal do capsídeo – foi 

reconhecida nos tratamentos mais extremos com HHP / -18 °C e uréia 4 M, com 

menor intensidade também no tratamento HHP apenas sugerindo acessibilidade 

às porções mais internas dos agregados bem como possíveis perturbações no 

processo de automontagem. Em resumo as regiões diferenciais observadas nos 
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mapeamentos relacionam-se com regiões de interações para estabilização do 

capsídeo, também susceptíveis às alterações de conformação induzidas por 

pressão por conta das estruturas secundárias, composição de aminoácidos e 

acessibilidade para processamento antigênico – decorrente dos tratamentos. 

Neste trabalho, nós estendemos o estudo das partículas TMV investigando 

as modificações nas propriedades do vírus induzidas por alta pressão hidrostática 

em combinação com baixas temperaturas, condições desnaturantes de uréia e 

sub-desnaturantes do ponto de vista de reconhecimento de epitopos após 

imunizações com os vírus tratados. Estas observações proporcionam novas 

perspectivas para as mudanças estruturais que modificam as interações proteína-

proteína e proteína-RNA. 
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7 Conclusões 

• Existem diferenças 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 previsão de epítopos são baseados em bibliotecas 

geradas experimentalmente considerando estruturas nativas e não 

correspondem aos resultados dos tratamentos de pressão, temperatura e 

agentes desnaturantes.  

• Condições desnaturantes podem contribuir para o melhor entendimento do 

mecanismo de processamento antigênico no modelo animal estudado 
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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 vírus (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 I and II 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 vírus (TMV) is an extensively studied vírus model in 

numerous biological systems and, consequently, has become one of the best 

known víruses, alongside human immunodeficiency vírus (HIV). The widespread 

use of TMV reflects the ease with which this vírus 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 �-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 vírus 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 oC)(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.  
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Several studies aimed at improving our understanding of structural factors 

and antigenicity have identified different antibody binding sites during the immune 

responses elicited by vírus 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 vírus strain was extracted with TRIzol© (Invitrogen), 

quantified by spectrophotometry and stored at -80 °C until used. For reverse 

transcription, RNA (50 �g) was converted to cDNA using Superscrit III 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 �L. 10 % of the reverse transcriptase reaction was used as 

imput for the PCR reaction. The PCR mixture consisted of 5 �L of each primer (5 

pmol), 5 �L of 10x buffer, 1 �L of dNTPs (0.2 mM), 2 �L of DTT, 0.5 �L of Taq DNA 

polymerase and DEPC water to a final volume of 50 �L. 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 μg 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 oC and 

stored at 4 oC. Control serum was obtained from five mice inoculated with porcine 

parvovírus 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 

�-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 II 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 vírus and 

host used here.  

The separate prediction methods were combined in order to model the 

entire processing pathway of MHC class I 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 I 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).�

Control 
TMVcp-immunized 

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 

parvovírus (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 

�-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 I 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 I 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 II 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 II 

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 II 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 II 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 I and Class II 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 II epitope binding sites. In this context, the 

proteasome/TAP/MHC I 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 vírus 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 vírus type I 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 I 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 II 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 IC50 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 I and class II 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 II 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 IC50 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 vírus 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 I 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 



 

212 

 

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 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 for the control). 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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metapneumovírus (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 Metapneumovírus, 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 Metapneumovírus, as defined in 2000 by Seal 

and colleagues (327), comprises víruses 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 metapneumovíruses 

(aMPV) have been implicated in the upper respiratory tract disease of turkeys and 

chickens, which is known as turkey rhinotracheitis (330). The vírus has also been 

associated with the swollen head syndrome (SHS) of chickens. As first described 

in South Africa in the late 1970s (331), avian metapneumovírus 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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metapneumovíruses 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 víruses, 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 víruses, 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 víruses have been investigated to better 

understand their observed inactivation mechanisms and to determine a way to 

control the spread of víruses 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 

metapneumovírus, the present research was performed. 

 

Materials and methods 

Vírus 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% CO2 partial pressure (37 ºC) at an inicial concentration of 

5 x 105 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 ºC 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 ºC. 

 

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 105 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 105 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 �l of antibiotic-supplemented medium was 

added per well. Subsequently, 50 �l of each serum sample to be tested was 

added, and base 2 dilutions were performed. Finally, 50 �l of previously titrated 

vírus samples was added, and the plates were incubated for 1 h at 37 °C. To each 

well, 100 �l of chicken-related embryo cells (CER – at 5 × 105 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 vírus 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 105 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 �l 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 �l) was added to each well. 

After the incubation period and wash procedure, 50 �l 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 

 

Vírus titration 

 

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

3.16 x 106 TCID50/mL. This vírus 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 vírus 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.  
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Figure 1: Effect of hydrostatic pressure on aMPV titers (inoculum of 3.16 x 106 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 vírus 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 (R2>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 vírus.  

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 vírus. 

 

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 vírus was administered, there were similar titers of 

generated antibodies both in chickens inoculated with HP-inactivated vírus and 

with non-inactivated vírus, 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 vírus 

and the BPL-inactivated vírus .   

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 
adjuvants 

7,6 (0,5) 0.15 

HHP aMPV-inactivated samples with 
adjuvants 

7,6 (1) 0.28 

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 
titers 

p (Student’s t-test) 

BPL (0.1%)-inactivated aMPV sample, adjuvant 
used MOE 

7,1 (0,7) 0.006 

BPL (0.025%)-inactivated aMPV sample under 250 
MPa of HHP for 30 min, adjuvant used MOE  

6,1 (1,4) 0.001 

Control non-inoculated birds negative NA 

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

 Mock Infected# negative NA 

*1 Logarithmic values. Standard deviations in parenthesis. *2 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 

bird 

antibody 

titers 

(range) 

Positive 

birds / 

Inoculated 

6,5 HHP inoculation - 0/30 

8 

 

Booster with HHP 
sample 

892-1109 3/30 

10 

 

Native aMPV 
challenge 

988-1726 12/30 

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, vírus 

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 paramyxovíruses. 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 

vírus 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 (106-107 DICT50/ml) in comparison 

to other studies (106 to 1010 TCID50/ml), as expected for this vírus (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 víruses, 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 

víruses, 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 vírus 

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 vírus 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 vírus 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 vírus 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 Vírus (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 vírus envelope and / or the 

vírus capsid and the pH and temperature restrictions imposed by their experiments 

had an envelope-independent effect and varied substantially among the three 

víruses tested, but in conclusion the HP method was concluded to be efficient in its 

purpose (353). 

These observations suggest that HHP inactivates enveloped víruses 

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 vírus 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 retrovíruses: 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 �C, which is 

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

Studies with non-enveloped víruses indicate that the effect of high pressure 

on these víruses results in permanent conformational changes of their viral capsid 

proteins. Pontes noted that the pressurization of the bovine rotavírus (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 vírus 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 107 TCID50/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 vírus. 

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 vírus decreased 7 log in 

viral infectivity; however, total inactivation of the suspension was not possible. A 

single exposure to UV light (104 erg/mm2) for 30 minutes reduced this vírus’s initial 

population by 99%. Because the combination of these two agents was more 

efficient, less power (103 erg/mm2) 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 víruses, this process can occur directly 

between the vírus 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 víruses 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 rotavírus, (212) observed 

similar changes to those described for HIV and for the influenza vírus by Nakagami 

et al. (204). The envelope glycoproteins of these víruses 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 víruses, 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 vírus 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 vírus 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 vírus/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 

vírus 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 vírus when there is seroconversion, and titers less 

than 3 are considered negative for this vírus Some authors have reported an 

increased immunogenicity in viral samples upon HPP treatment (212, 341). 

Suspensions of rotavíruses and inactivated IBDV under pressures of approximately 

250 MPa generated neutralizing antibody titers higher than when rabbits were 

injected with native vírus samples (212, 341). These results indicate that 

hydrostatic pressures induce highly immunogenic viral particles. These authors 

suggested that, for enveloped víruses, 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 vírus (reference strain) in pressurized samples, and it was possible 

to observe the maintenance of a neutralizing anti-AMPV 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 vírus 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 vírus 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 víruses 

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 illness 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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