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Marson, M. P. Analise estrutural in silico e experimentos de expressao
heterdloga de proteinas Cap do circovirus suino 2b (Pcv2b). Botucatu, 2018. 68p.
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RESUMO

A suinocultura vem alcancando grande desenvolvimento de técnicas
eficientes associadas ao melhoramento genético, nutricdo, manejo e sanidade.
Entretanto, devido aos métodos intensivos de criacdo, 0s suinos se tornaram
mais susceptiveis a um grande numero de doencas infecciosas. Entre os mais
importantes patdogenos que afetam a inddstria suinicola mundial estad o
circovirus suino 2 (PCV2), um pequeno virus icosaédrico, ndo-envelopado, de
DNA circular, de fita simples (ssDNA), ambisenso, composta por 1767-1768
nucleotideos. Este virus é altamente resistente a variagbes ambientais e
agentes desinfetantes, € endémico no mundo todo e esta associado a varias
manifestacbes clinicas distintas, que acarretam importantes perdas
econbmicas aos produtores. Um dos fatores possivelmente implicados na
patogenicidade do PCV2 é a proteina Cap, a unidade fundamental constituinte
do capsideo deste virus. Estudos realizados pela equipe do Prof. Dr. Jodo
Pessoa Araujo Jr., do Instituto de Biotecnologia da Unesp em Botucatu/SP,
comprovaram que virus com mutacdes em suas proteinas Cap isolados a partir
de cultivo celular aumentavam a morte celular em culturas celulares infectadas.
Estes resultados evidenciaram a importancia do capsideo nos mecanismos de
infeccdo e patogenicidade do PCV2, tornando interessante a realizagdo de
estudos estruturais com as proteinas Cap mutantes. A execucdo de estudos
estruturais in silico mostrou a baixa frequéncia das mutacdes identificadas na
proteina Cap dos virus provenientes do cultivo in vitro e também indicou uma
clara diferenca entre as propriedades fisico-quimicas dos novos residuos de
aminoacidos em relacdo aqueles substituidos. Estas alteracfes, associadas a
localizacdo dos residuos na superficie viral e a menor flexibilidade das
proteinas Cap dos virus mutantes, indicaram a possibilidade de alteracbes
estruturais/funcionais relevantes, incluindo a alteracdo da afinidade por

receptores celulares e diminuicdo da efetividade de anticorpos produzidos



contra virus vacinais. Foram também realizados trabalhos experimentais para a
producdo heterdloga da proteina Cap de um virus selvagem, os quais
envolveram ensaios de subclonagem da sequéncia de interesse em um vetor
de expressao, testes de transcricdo e experimentos de expressao protéica. Os
resultados destes procedimentos foram compativeis com a producdo da
proteina Cap, porém novos estudos sao necessarios para confirmar a producao

da molécula alvo e melhorar o rendimento dos ensaios de expresséo.

Palavras-chave: Circovirus suino, proteina Cap, modelagem de proteinas,

modos normais, expressao heteréloga.



Marson, M. P. In silico structural analysis and experiments for heterologous
production of Cap proteins from porcine circovirus 2b (PCV2b). Botucatu, 2018.
68p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Swine breeding has achieved a high development based on genetic
improvement, nutrition, management and sanity. However, due to the intensive
breeding methods, swine have become more susceptible to a higher number of
infectious diseases. Among the most important pathogens that affect the swine
world industry is the porcine circovirus 2 (PCV2), a small, icosahedral, non-
enveloped virus, ambisense single-stranded circular DNA, composed by 1,767-
1,768 nucleotides. This virus is highly resistant to environmental variations and
disinfecting agents, endemic worldwide and has been associated to several
distinct clinical manifestations that entail important economic losses to the
producers. One of the factors possibly implicated on the PCV2 pathogenicity is
the Cap protein, the fundamental unity that constitutes this virus capsid. Studies
performed by the group of Dr. Jodo Pessoa Araujo Jr. rom the Instituto de
Biotecnologia da Unesp em Botucatu/SP, confirmed that viruses with mutated
Cap proteins from cell culture increased cell death in infected cultures. Such
results highlight the importance of capsid in the infection mechanisms and
pathogenicity of PCV2 and the importance of structural and comparative studies
with Cap protein structures. In silico structural studies showed the low
frequency of the mutations identified in the mutant Cap proteins and also
indicated a clear difference between the physico-chemical properties of the new
amino acid residues in comparison to those found in the wild-type virus. These
mutations, associated with the location of the mutated residues on the viral
surface and the lower mutated Cap protein flexibility, could lead to relevant
structural/functional changes, including alteration of affinity for cellular receptors
and decreased effectiveness of antibodies produced against vaccine viruses.
Experimental works aiming the heterologous production of a wild-type Cap
protein were also carried out, which involved expression vector subcloning,

transcription tests and protein expression experiments. The results of these



procedures were compatible with the production of the Cap protein, but further
studies are needed to confirm the production of the target molecule and

improve the yield of the expression assays.

Keywords: Porcine circovirus, Cap protein, protein modeling, normal modes,

heterologous expression.



1. INTRODUCAO
1.1 A Circovirose Suina

A suinocultura alcancou nos ultimos anos um grande desenvolvimento
de técnicas eficientes associadas ao melhoramento genético, nutricdo, manejo
e sanidade. Entretanto, devido aos meétodos intensivos de criacdo, estes
animais se tornaram mais susceptiveis a um grande numero de doencas
infecciosas responsaveis por sérios prejuizos econémicos. No momento, um
dos mais importantes patdgenos que afetam a industria suinicola mundial € o
circovirus suino 2 (Porcine Circovirus 2 — PCV2). Este virus, altamente
resistente a variagcbes ambientais e agentes desinfetantes (Allan et al., 1994;
Shibata et al., 2003), € endémico no mundo todo e esta associado a varias
manifestacdes clinicas distintas que tém sido definidas mais comumente como
Doenca do Circovirus Suino (Porcine Circovirus Disease — PCVD) na Europa
(Segalés et al., 2005) ou, alternativamente, Doenca Associada ao Circovirus
Suino (Porcine Circovirus Associated Disease — PCAVD) (Opriessnig et al.,
2007) na América do Norte.

O PCV2 apresenta ampla distribuicdo mundial em suinos domésticos, e
€ responsavel por um conjunto de sindromes multifatoriais (Grau-Roma et al.,
2009). A sindrome que mais causa prejuizos na suinocultura € a sindrome
multissistémica do definhamento dos suinos desmamados (SMDSD), que foi
inicialmente descrita em 1991 como uma doenca esporadica caracterizada por
perda de peso e ictericia (Clark, 1996; Harding, 1996). Uma descricdo mais
completa inclui dispnéia e diarréias, e podem acometer suinos na fase de
engorda (Segalés et al.,, 2005). Os animais acometidos pela SDMSD
apresentam ainda lesdes caracteristicas multissistémicas (encontradas em
varios tipos de tecidos), principalmente nos orgaos linféides (Clark, 1997;
Rosell et al., 1999). De fato, a coinfec¢do por outros patdogenos ndo tem sido
relacionada somente a ocorréncia da SDMSD, mas também ocorre em outras

PCVDs que afetam 6rgaos mais especificos (Opriessnig & Halbur, 2012).

Apesar de ainda néo existirem estimativas precisas acerca do impacto
da circovirose suina na produtividade das granjas brasileiras, € fato que o

PCV2 causa perdas econOmicas significativas na suinocultura nacional,



decorrentes, entre outros problemas, do declinio das taxas de crescimento,
gueda da conversdo alimentar e aumento dos gastos com antibioticos. Neste
contexto, ha um claro consenso entre os produtores brasileiros acerca da
necessidade de um controle rigoroso do manejo e sanidade dos plantéis, além
do estabelecimento de calendarios adequados de vacinacdo. E preciso
ressaltar, entretanto, que estas medidas ndo parecem ser suficientes para

eliminar a ocorréncia das PCVDs ao redor do mundo.

1.2 Circovirose Suina: aspectos clinicos, patoldgicos, infec¢cédo e

transmissao viral

O primeiro relato de circovirus suino foi descrito por Tischer et al. (1974)
como particulas virais picornavirus-like encontradas em algumas culturas de
células renais de suinos da linhagem PK/15 (ATCC-CCL 33), e posteriormente
identificadas como circovirus suino (PCV), sendo um pequeno virus de DNA de
fita simples e circular, icosaédrico e ndo envelopado (Tisher et al., 1982).
Desde entdo muitos estudos vém sendo realizados em relacdo a
patogenicidade do virus, mostrando que o subtipo PCV1 é basicamente
apatogénico (Tischer et al., 1986; Allan et al., 1995; Krakowka et al., 2000), n&o
causando nenhum tipo de perda econdmica significativa para a suinocultura
mundial. Entretanto, epidemias globais de PCVDs a partir da década de 1990
levaram a identificacdo do PCV2 como fator desencadeante necessario para o
aparecimento destas doencas, embora este tipo viral também estivesse, assim
como o PCV1, em circulacdo dentro da populacdo mundial ha varios anos
(Allan et al., 2012). Esta informacédo aponta claramente para a possibilidade de
gue mudancas no material genético do PCV2 estdo implicadas na emergéncia

de sua patogenicidade.

Historicamente, a SDMSD foi inicialmente descrita em 1991 como uma
doenca esporadica caracterizada por perda de peso e ictericia (Clark, 1996;
Harding, 1996). Uma descricdo mais completa do quadro clinico inclui ainda
palidez da pele, dificuldade respiratéria e diarréia, que podem afetar também
suinos em fase de engorda (Segalés et al., 2005). Os animais acometidos pela

SDMSD apresentam ainda lesbes caracteristicas multissistémicas



(encontradas em varios tipos de tecidos), principalmente nos orgaos linfoides
(Clark, 1997; Rosell et al., 1999), lesbes de pele nas extremidades, membros
inferiores e regido ventrocaudal (Zanella e Moraes, 2003), além de respiracdo
ofegante e tosse (Liu et al., 2002), pelos fracos (Albina et al., 2001) e morte
subita (Mori et al., 2000).

Tentativas de reproduzir experimentalmente a SDMSD revelaram que
esta sindrome raramente foi desencadeada quando o PCV2 foi inoculado
isoladamente (Bolin et al., 2001; Harms et al., 2001; Okuda et al., 2003). Na
grande maioria dos casos, a doenca somente foi reproduzida quando o virus foi
associado a outros agentes infecciosos ou ndo-infecciosos (Allan et al., 1999;
Krakowka et al., 2001; Opriessnig et al., 2004; Rovira et al., 2002). Portanto,
manifestacbes clinicas em suinos afetados por PCV2, geralmente sao
associadas a outros fatores de infeccédo, pois suinos infectados com PCV2
podem nao apresentar sindrome, e a incidéncia das sindromes pode estar
relacionada a co-infec¢Bes virais e a patdgenos bacterianos (Magar et al.,
2000; Albina et al., 2001).

Desta forma, o PCV2 foi considerado um fator necessario, mas néo
suficiente por si s, para iniciar o desenvolvimento dos sintomas clinicos da
SDMSD (Ellis, 2003; Tomas et al., 2008). De fato, a coinfeccdo por outros
patdogenos ndo tem sido relacionada somente a ocorréncia da SDMSD, mas
também ocorre em outras PCVDs que afetam 6rgdos mais especificos como os
pulmbes e intestino ou provocam desordens reprodutivas que provocam O
nascimento de leitbes menores e aumentam a taxa de natimortos e a
prevaléncia de mumificacdo fetal (Opriessnig & Halbur, 2012). A infeccao por
PCV2 acarreta desidratacdo, perda de peso, taquipnéia, dispnéia, ictericia
(Harding, 1997; Zanela e Moraes, 2003), diarréia liquida (Balasch et al., 1999),
letargia (Allan et al., 1999) e disturbios do sistema nervoso (Harding, 1997),
podendo ser caracterizados por tremores, desordens locomotoras, prostracéo
(Albina et al., 2001) convulsdes (Nielsen et al., 2003) e depresséo (Choi et al.,
2002).

A transmissdo do PCV2 ocorre principalmente por via oro-nasal e, por

conseguinte, distribuida ao sistema linfatico, respiratorio, gastrointestinal e



urogenital, sendo o sangue, fezes e urina condutores contaminantes aos
demais animais (Rossell et al., 1999), além do sémen (Larochelle et al., 2000) e
colostro (Shibata et al., 2006) também serem vias de propagacédo viral. Ele
pode ser transmitido pelas formas horizontal, vertical e pelo sémen a partir dos
animais infectados para os sadios (Kim et al., 2001; Larochelle et al., 2000).
Outro fator importante € a transmissao via transplacentaria, indicada por
abortos e natimortos onde matrizes soro-negativas foram infectadas durante a
prenhez (Allan & Ellis 2000; West et al., 1999), podendo ser um fator
economicamente importante. Um estudo de campo realizado para avaliar o
efeito observado na SMDSD relatou que a viremia do PCV2 em porcas esta
relacionada com a mortalidade dos leitGes, uma vez que a morte de leitbes de
porcas virémicas foi maior em comparacdo com as porcas sem viremia,
podendo associar a titulagdo de anticorpos contra PCV2 com a mortalidade dos
leites, indicando que anticorpos contra o PCV2 de origem materna podem

proteger os leitdes da morte (Calsamiglia et al., 2007).

1.3 Aspectos biol6gicos e moleculares do circovirus e sua

relevancia para a patogenicidade do PCV2

Os circovirus sdo descritos como pequenos virus icosaédricos (T = 1)
nao-envelopados, cujo material genético é constituido por uma molécula de
DNA circular de fita simples (ssDNA) ambisenso, composta por
aproximadamente 2000 nucleotideos, 0 que 0s caracteriza por apresentar 0s
menores genomas virais autbnomos conhecidos (Todd et al., 2005). Estes
genomas apresentam uma organizacdo bastante simples, onde duas ORFs
(open reading frames — ORF1 e ORF2) principais que se sobrepdem de modo
inverso sao responsaveis por codificar, respectivamente, a proteina iniciadora
do mecanismo de replicagdo do DNA viral (identificada como Rep) e a proteina
componente do capsideo viral (conhecida como Cap) (Todd et al., 2005).

A estratégia de duplicagdo do material genético do PCV, denominada de
rolling circle replication (Finsterbusch & Mankertz 2009), é bastante similar
aguelas de virus vegetais dos géneros Geminivirus e Nanovirus e de
plasmideos da familia pT181 (Timchenko et al., 1999; del Solar et al., 1998;



Gutierrez, 1999), e caracteriza-se pela conversdao do genoma viral (DNA fita
simples - ssDNA) em uma forma replicativa (DNA dupla fita - dsDNA). A
proteina Rep é a responséavel pela clivagem do DNA viral e inicio da replicacéo,
sendo que a origem da replicagdo € caracterizada por uma estrutura em stem-
loop com uma sequéncia caracteristica de nove nucleotideos (5’-AAGTATTAC-
3’ no PCV2 e 5’-TAGTATTAC-3’ no PCV1) no seu apice, que € conservada em
todos os circovirus. Proximo a esta estrutura, repeticbes do hexdmero 5'-
CGGCAG e de pentameros também sdo encontradas. A ligagao da Rep e Rep’
na origem desestabiliza e relaxa a fita dupla de DNA e induz a exposicédo da
sequéncia de nove nucleotideos como DNA de fita simples (DNA viral), o qual &
posteriormente reconhecido e clivado pela Rep/Rep’. Enquanto a proteina
Rep/Rep’ esta covalentemente ligada no fosfato-5’ (5’-P0O42%) do DNA clivado, a
sintese unidirecional da fita leading € iniciada a partir do grupo hidroxila-3’(3’-
OH) que funciona como primer para a DNA polimerase do hospedeiro
(Steinfeldt et al., 2007; Vega-Rocha et al., 2007). Apés um ciclo de replicacéo,
a nova fita de DNA sintetizada é clivada novamente dentro da origem
regenerada e o 5'-P0O4% é ligado no novo grupo 3’-OH. A replicacéo viral é
demasiadamente dependente dos mecanismos celulares e o transporte do
DNA viral ao nucleo é através da mitose, sendo que a sintese do DNA viral é
ativada pelas enzimas celulares da fase S do ciclo celular (Tischer et al., 1987,
1995). Portanto a replicacdo do virus € estreitamente correlacionada a
atividade mitética e aos processos celulares de endocitose, onde a propagacao
do virus ocorre pela associacao entre as particulas virais com as cromatides
irmas das células filhas (Steiner et al., 2008). Porém, eventos com relacao a
montagem e a liberagdo do PCV da célula ainda ndo foram esclarecidos
(Finsterbusch & Mankertz, 2009).

A filogenia do Circovirus suino (PCV) mostra que este virus pertence a
familia Circoviridae e ao Género Circovirus, assim como outras espécies que
infectam majoritariamente aves, como o circovirus causador da doenca dos
bicos e das penas dos psitacideos (BFDV), o circovirus dos gansos (GoCV), o
circovirus dos pombos (PiCV) e o circovirus dos canarios (CaCV). Por sua vez,
o virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) é o Uunico membro do género

Gyrovirus, que também compfe essa familia de virus (ICTVdb, 2006). Com
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excecdo do PCV1, considerado ndo patogénico (Tischer et al.,, 1986), as
infeccbes causadas pelos circovirus em geral resultam em doencas que afetam
o sistema imune (Mankertz et al., 2004). A sequéncia nucleotidica completa do
PCV1 (1759 bases) ja foi descrita (Mankertz et al., 1997; Meehan et al., 1997)
e, em um estudo realizado por Hamel et al. (1998) foi demonstrado que o PCV2
possui nove nucleotideos a mais, totalizando 1768 bases. Para os dois tipos de
PCVs foi encontrada uma homologia no DNA total de 76% (Morozov et al.,
1998). De fato, trabalhos de sequenciamento demonstraram que o PCV2
apresenta uma variedade genotipica significativa, uma vez que foram
identificados trés diferentes subtipos deste virus (PCV2a, PCV2b e PCV2c)
(Segalés et al., 2008; Dupont et al., 2008). Posteriormente, foram identificados
mais 2 genotipos, PCV2d e PCV2e, em diversos paises (Guo et al., 2010;
Harmon et al., 2015; Wiederkehr et al., 2009; Xiao, Halbur, & Opriessnig, 2015).
Um estudo mais recente, analisando a arvore filogenética do PCV2 sugere um
sexto genotipo PCVf (Bao et al. 2017).

De modo bastante sugestivo, a andlise de uma série de trabalhos
permitiu correlacionar a maior incidéncia do subtipo PCV2b, observada em
varios paises a partir de meados dos anos 2000, com a ocorréncia de casos
mais severos de PCVDs (Rose et al.,, 2012), embora alguns estudos nao
tenham sido capazes de confirmar esta hipétese ou identificar marcadores
moleculares de viruléncia para o PCV2 (Opriessnig et al., 2008; Reiner &
Willems, 2008). Apesar da néo identificacdo de marcadores de viruléncia até o
presente momento, € bastante provavel que mutacbes na ORF2, responsavel
pela sintese da proteina Cap, resultaram em uma variante mais virulenta do
subtipo PCV2a, como demonstrado por Krakowa et al. (2012). Neste trabalho,
os autores associaram a ORF1 de virus implicados na ocorréncia de SDMSD e
outras PCVDs a ORF2 de amostras de virus ndo patogénicos provenientes de
amostras arquivadas. Desta forma, foram produzidas particulas virais
geneticamente modificadas, que continham uma sequéncia de nove
nucleotideos encontrada em formas do PCV2a ndo associadas ao
aparecimento de sintomas clinicos ou lesdes caracteristicas de qualquer uma
das PCVDs conhecidas. Os resultados obtidos comprovaram, portanto, que a

ORF2 realmente tornou os virus produzidos incapazes de desencadear
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qualquer processo patoldgico. Os autores também concluiram que a auséncia
de patogenicidade caracteristica do virus artificial estd provavelmente
relacionada a composicao de seu capsideo, ja que a porcdo C-terminal da
proteina Cap produzida pela ORF2 em questdo apresenta uma sequéncia de
trés aminoacidos de carater hidrofilico (Ala-Thr-Ala) ao invés da trinca
hidrofébica (Thr-Gly-Asn) tipica das proteinas de capsideo dos virus
patogénicos. Assim, com base neste trabalho, é possivel supor que alteracdes
da proteina Cap sdo especialmente importantes para o surgimento de formas
mais virulentas do PCV2. Este achado pode ainda explicar a associacdo do
PCV2b com quadros mais severos de PCVDs, uma vez que existe uma oObvia
diferenciac@o genética entre as ORF2s dos subtipos virais ja identificados. Esta
suposi¢cdo ganha ainda mais forca quando se leva em conta que as proteinas
de capsideo do PCV1 (ndo patogénico) e do PCV2 (patogénico) apresentam
um grau de diferenciacdo muito maior do que a observada entre suas

respectivas proteinas Rep (Mankertz, 2012).

Existem ainda trabalhos que reforcam ainda mais a potencial
contribuicdo da proteina Cap para a patogenicidade dos PCVs ao demonstrar
que esta molécula é capaz de se ligar a diversos componentes celulares.
Misinzo et al., (2006) identificaram que glicosaminoglicanos (GAGS) que
apresentam sulfato de heparina e sulfato de condroitina em sua composicao
sao utilizados como receptores que permitem a entrada do PCV2 nas células
de seus hospedeiros. Por sua vez, Mankertz (2012) demonstrou a ligacdo da
proteina Cap a seis outras proteinas (MKRN1, gC1gR, Par-4, NAP-1, NPM1 e
Hsp40) envolvidas em diferentes processos celulares, como, por exemplo,
sinalizacao, transporte, regulacédo da rea¢do imune inata e inibicdo/estimulacéo

da replicacao e transcricdo de outros agentes virais.
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1.4 Identificacdo de epitopos estruturais da proteina Cap e

implicacdes na resposta imune contra o PCV2

Como ja mencionado, a ORF2 do genoma do PCV2 guarda a
informacdo genética necessaria para a producdo da proteina Cap, que, além
de possuir papel estrutural preponderante, é o maior determinante antigéncio
do virus (Nawagitgul et al., 2000; Finsterbusch et al., 2009). A importancia
antigénica desta proteina tem sido comprovada pelo desenvolvimento de
multiplos sistema de expressao in vitro para produzir a proteina Cap com vistas
ao desenvolvimento de métodos de diagndstico e vacinas (Liu et al., 2001;
Zhou et al., 2005; Trundova & Celer, 2007; Liu et al., 2008; Bucarey et al.,
2009; Marcekova et al., 2009; Wu et al., 2012; Tu et al., 2013; Hu et al., 2016;
Wu et al.,, 2016). Neste contexto, a identificacdo dos epitopos virais € muito
interessante para uma maior compreensdo dos mecanismos de imunidade
deflagrados pelo PCV2 e para o aprimoramento das tecnologias vacinais e de

fins diagnadstico.

Mahé et al. (2000), por meio do estudo de proteinas Cap recombinantes
produzidas em sistemas de expressdo heterdloga baseados em plasmideos e
baculovirus, identificou seis peptideos lineares que reagiam com anticorpos
policlonais presentes no soro de suinos imunizados. Quatro regides
imunodominantes foram identificadas, incluindo os segmentos de residuos de
aminoacidos 65-87, 117-131, 157-183 e 193-207. Uma comparacéo feita neste
mesmo trabalho permitiu ainda aos autores apontar os segmentos dos epitopos
possivelmente responsaveis pela producdo especifica de anticorpos contra o
PCV1 e o PCV2. Shang et al. (2009) também apontaram, com o emprego de
anticorpos monoclonais, outros quatro epitopos lineares (residuos 156-162,
175-192, 195-202 e 231-233). Por sua vez, Lekcharoensuk et al. (2004)
mapeou pelo menos trés epitopos conformacionais (residuos 47-63, 165-200 e
230-233) com base em virus quiméricos PCV1/PCV2. J4 Ge et al. (2013)
considerou que a tecnologia de phage display seria uma forma mais eficiente
de mapeamento dos epitopos da proteina Cap. Assim, estes autores
construiram bibliotecas de heptapeptideos que foram analisadas com
anticorpos policlonais anti-proteina Cap de PCV2. O sequenciamento dos

clones selecionados apos algumas rodadas de screening mostrou oito regides
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principais implicadas no reconhecimento dos anticorpos que envolviam o0s
segmentos de residuos de aminoacidos 50-56, 62-67, 68-73, 79-84, 86-93,
102-107, 119-128 e 229-233. Ainda de acordo com os autores, excetuando-se
apenas 0s segmentos 50-56 e 229-233, todos os outros foram capazes de

induzir a producéo de anticorpos anti-PCV2 em camundongos.

Como explicitado acima, informagfes a respeito de epitopos estruturais
da proteina Cap séo relativamente raras. Neste sentido, destaca-se o trabalho
de Khayat et al. (2011), no qual foi elucidada a estrutura cristalografica de um
capsideo de PCV2 com 2,3 A de resolucéo obtido a partir de uma proteina Cap
recombinante e também mapeados na superficie desta estrutura seis epitopos
previamente identificados por Mahé et al. (2000). Quatro destes epitopos
apresentaram residuos localizados no exterior do capsideo, enquanto que um
deles estava situado totalmente na superficie interior da particula viral.
Provavelmente, de acordo com os autores, este Ultimo epitopo poderia ser
acessivel ao sistema imune do hospedeiro por meio de um processo
denominado breathing, que resulta na exposicdo de polipeptideos internos
essenciais para a infectividade de certos virus animais (Li et al., 1994; Bothner
et al., 1998; Lewis et al., 1998). Estes achados, aliados a um trabalho posterior
de Liu et al., (2013) que aponta que o anticorpo monoclonal (mAb) 8E4 pode
reagir com determinadas cepas de PCV2b mAb 8E4-negativas apos
experimentos de mutacédo sitio-dirigidas, demonstram cabalmente que mesmo
poucas alteracbes da proteina Cap sdo capazes de modificar as propriedades
imunogénicas do PCV2 e, eventualmente, determinar o surgimento de
variantes virais resistentes as vacinas comerciais disponiveis. Esta
possibilidade foi confirmada por Xiao et al. (2012) por meio da identificacdo de
duas cepas do PCV2 envolvidas em casos de suspeita de falha vacinal
ocorridas nos Estados Unidos. O sequenciamento do genoma destes virus
mostrou que eles podiam ser classificados dentro do genétipo PCV2b, porém
apresentavam, em suas respectivas extremidades 3’, um codon AAG no lugar
de um codon de terminacdo TAA encontrado em ORF2s dos demais PCV2s do
mesmo subtipo. Assim, a consequente adicdo de um residuo de aminoacido a
proteina Cap pode, portanto, estar implicada na resisténcia vacinal

apresentada por estes virus. A relevancia destes estudos € ainda realgada por
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outros dois trabalhos recentes realizados com o objetivo de gerar vacinas mais
eficientes com base em alteracbes estruturais das proteinas de capsideo do
PCV2. No primeiro deles, Hu et al. (2016) mostrou que a insercdo de um
epitopo do virus da sindrome respiratoria e reprodutiva dos suinos (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus - PRRSV) em um determinado
loop da proteina Cap ndo apenas continuou permitindo o processo de
automontagem dos capsideos do PCV2 como também induziu resposta imune
contra o PCV2 e o PRRSV. Hung et al. (2017), por sua vez, investigaram a
antigenicidade e imunogenicidade de peptideos sintéticos derivados da
proteina Cap para uma possivel vacina. Os resultados destes experimentos
demonstraram que amostras de soro coletadas de rebanhos infectados com
PCV2 apresentaram imunorreatividade em testes de ELISA frente aos

peptideos sintéticos.

1.5 Importancia do estudo de variantes do PCV2 e identificacao

de um novo virus mutante com destacado efeito citopatogénico in

vitro

Dentro do contexto apresentado, ficam claros as implicacdes
imunologicas e o potencial biotecnolégico relativos a identificacdo e estudo de
mutacdes virais que possam provocar alteracdes estruturais no capsideo do
PCV2. Além disso, a investigacdo destas alteragdes estruturais pode também
ajudar a compreender a biologia do PCV2 e os mecanismos de tropismo

tecidual e patogénese do virus.

Recentemente, experimentos conduzidos pela equipe do Prof. Dr. Jodo
Pessoa Araujo Jr., do Instituto de Biotecnologia da Unesp em Botucatu/SP,
reforcaram, de forma bastante sugestiva, a importancia do capsideo nos
mecanismos de infeccdo e patogenicidade do PCV2b ao demonstrar que o
acumulo de determinadas mutacdes nas moléculas que compdem esta
estrutura (proteinas Cap) aumentam a morte celular em culturas infectadas
com trés diferentes PCV2b mutantes (Cruz et al., artigo submetido para
publicacdo). Estes virus, derivados do cultivo de um virus selvagem (Cruz &
Araujo Jr. 2014) originario de uma amostra de campo coletada no Estado de
Sdo Paulo (cédigo GenBank KF374705.1) (denominado PCV2b-w),
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apresentaram mutacOes cumulativas em suas ORF2 (responsavel pela sintese
da proteina Cap) (dados néao publicados). O primeiro deles mostrou apenas a
mutacdo T200I (treonina — isoleucina) (denominado PCV2b-mutl), enquanto
gue o segundo apresentou as mutacdes M72I (metionina — isoleucina) e T200I
(treonina — isoleucina) (denominado PCV2b-mut2) e o terceiro as mutagdes
M721 (metionina — isoleucina), N77D (asparagina — aspartato) e T200I
(treonina — isoleucina) (denominado PCV2b-mut3). A avaliagdo do efeito
citopatogénico (ECP) destes virus in vitro demonstrou que 0s virus com duas e
trés mutacdes promoveram a morte de células testiculares suinas (células ST)
logo apés a segunda passagem de cultivo. Este achado ndo é observado
quando os virus originais e com apenas uma mutacdo sao cultivados sob as
mesmas condi¢cdes. O ECP observado € especialmente proeminente no cultivo
do virus com trés mutacGes, onde € observada morte celular intensa por
necrose logo apos a terceira passagem. Os resultados do cultivo celular dos
virus selvagem e mutantes associados a natureza das mutacdes identificadas
indicaram a ocorréncia de possiveis alteracbes estruturais/funcionais nas

subunidades do capsideo.

Com base nestes achados, foram realizados neste trabalho andlises
computacionais estruturais envolvendo a proteina Cap com as mutacdes M72l,
N77D e T200l. Estas analises incluiram o alinhamento da proteina Cap do
PCV2b-mut3 com outras sequéncias depositadas em bancos de dados, além
de estudos estruturais que investigaram a possivel alteracdo da flexibilidade da
proteina Cap induzida pela presenca das trés mutacbes em questdo.
Recentemente, com o intuito de possibilitar futuras analises estruturais
experimentais, também foram realizados pela nossa equipe de trabalho
estudos para a expressao recombinante em E. coli da proteina Cap do PCV2b-
w, utilizando, para tanto, um vetor comercial (vetor pGS-21a) com a sequéncia
de interesse e codons otimizados. Os resultados iniciais destes experimentos
indicaram uma grande dificuldade para a expressédo da proteina Cap do PCV2b
no sistema empregado, 0 que exigia a elaboracdo de novos procedimentos.
Assim, com vistas a solucédo deste problema, os trabalhos aqui apresentados
incluiram ainda a subclonagem da sequéncia codificante da proteina Cap do

PCV2b-w em um novo vetor de expresséo (vetor pET-283(+)) e a execucédo de
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novos experimentos para a producdo heterdloga desta proteina. Até o
momento, o0s resultados obtidos apontaram uma aparente expressdo da
proteina Cap em questdo nas células bacterianas transformadas com o novo
vetor (pET-282(+)) de mRNA codificante. Novos ensaios, entretanto, ainda
devem ser realizados para a confirmacdo da producéo heteréloga da proteina
Cap do PCV2b-w. Da mesma forma, estes novos trabalhos também deverdo
objetivar o aumento dos niveis de producdo da proteina Cap para a posterior
execucgdo de outros procedimentos envolvendo técnicas biofisicas estruturais,
como, por exemplo, ensaios de cristalizacdo e subsequentes experimentos de

difracéo de raios X.
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2. OBJETIVOS

A execucdo deste trabalho teve como finalidade o cumprimento dos

seguintes objetivos:

1) Andlise da frequéncia das mutagcdes M72l, N77D e T200I
encontradas na proteina Cap dos virus PCV2b-mutl, PCV2b-mut2 e
PCV2b-mut3 em comparacdo com outras sequéncias similares

depositadas em bancos de dados;

2) Construcdo de um modelo tridimensional de parte do capsideo do
PCV2b-mut3 com vistas a determinacdo da posi¢cdo espacial das
mutages M721, N77D e T200I no virus;

3) Comparacdo da flexibilidade da proteina Cap do PCV2b-mut3 em
relacdo ao PCV2b-w por meio de uma analise computacional baseada
no calculo dos modos normais de vibracdo molecular destas

proteinas;

4) Producdo da proteina Cap recombinante do PCV2b-w (codigo
GenBank KF374705.1) por meio do emprego de células de E. coli e

do vetor de expressao pET-28a(+) (Novagen®).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Anélises computacionais

3.1.1 Selecdo e andlise das sequéncias de residuos de

aminoacidos de proteinas Cap

Para a andlise da frequéncia das mutacbes M72l, N77D e T200I
observadas foram selecionadas no banco de dados publico do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) um total de 5.589 sequéncias de
residuos de aminoacidos de proteinas Cap do PCV2b. Em seguida, as
sequéncias Unicas foram selecionadas por meio de um script Python e
agrupadas em um arquivo fasta, de modo a excluir todas as demais sequéncias
redundantes. As sequéncias restantes (1599 no total) e aquela correspondente
a proteina Cap do virus PCV2b-mut3 foram entdo alinhadas por meio da
ferramenta de alinhamento multiplo MUSCLE (Multiple Sequence Comparison
by Log-Expectation) (Edgar, 2004) implementada no programa Geneious R8®
(Biomatters, Auckland, New Zealand). O alinhamento resultante foi a seguir
analisado com um novo script Python elaborado para determinar a frequéncia
de residuos de aminoacidos presentes nas posicbes 72, 77 e 200. Esta parte
do trabalho foi executada em colaboracdo com a Dra. Tais Fukuta da Cruz e a
doutoranda Camila Dantas Malossi, do Instituto de Biotecnologia (IBTec) da

Unesp, campus de Botucatu/SP.

3.1.2 Modelagem das subunidades (proteinas Cap) do capsideo do

PCV2b-mut3

O modelo molecular de parte do capsideo do PCV2b-mut3 foi construido
com base na estrutura cristalografica com 2,3 A de resolucédo de uma proteina
similar com uma sequéncia consenso determinada por Khayat et al. (2011)
(codigo PDB 3ROR). Este modelo foi constituido por nove moléculas da
proteina Cap, sendo trés mondmeros centrais e mais seis cadeias
polipeptidicas, adicionadas para prover contatos de interface para todos os
componentes da triade central. Esta construcdo foi elaborada de modo a evitar
uma alteracdo impropria da estrutura terciaria dos trés mondémeros centrais

durante os procedimentos de minimizacdo de energia do modelo nonamérico.
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As mutacdes M72l, N77D e T200l foram introduzidas com o emprego do
programa Charmm v.c36al (Brooks et al., 2009) e o estado de protonacao dos
residuos de aminoacidos da estrutura nonamérica (com nove cadeias
polipeptidicas) foi verificado com o programa PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004;
2007). O programa Charmm v.c36al (Brooks et al., 2009) foi entdo utilizado
para refinar a estrutura nonamérica por meio da utilizacdo de dois algoritmos
para minimizacao de energia — gradientes conjugados (Conjugated Gradients -
CG) e Adopted Basis Newton-Raphson (ABNR) — associados a aplicacdo de
restricGes harmaonicas progressivamente decrescentes (250 a zero). Sete ciclos
foram realizados para este procedimento, sendo que cada um dos primeiros
seis ciclos foi executado em cem passos com uma tolerancia de 1,0 ponto
aplicada a média do gradiente calculado. Durante o sétimo ciclo, foram
executados mil passos com uma tolerancia de 0,01 ponto aplicada a média do
gradiente calculado. A identificacdo das cavidades de superficie das proteinas
Cap foi realizada pelo programa LIGSITEcsc (https://omictools.com/ligsitecsc-
tool) (Huang & Schroeder, 2006), utilizando os seguintes parametros: grid
space = 1 A e probe radius = 5 A. O desvio quadratico médio (Root Mean
Square Deviation - RMSD) entre os atomos C® das subunidades da estrutura
nonamérica e as subunidades da estrutura cristalografica do capsideo
determinada por Khayat et al. (2011) foi calculado com o programa VMD

Molecular Graphics Viewer v.1.9.3 (Humphrey et al., 1996).

3.1.3 Andlise da flexibilidade da proteina Cap do PCV2b-mut3

Os modelos moleculares utilizados para esta analise foram os
mondmeros da proteina Cap dos virus PCV2b-mut3 e PCV2b-w. Ambos os
modelos foram construidos com base em um monémero da estrutura
cristalografica do capsideo de PCV2 determinada por Khayat et al. (2011). As
mutacdes necessarias para a construgdo dos modelos monoméricos foram
introduzidas com o emprego do programa Charmm v.c36al. Em seguida,
arquivos de entrada (inputs) para a execucdo de simulagdes de dinamica
molecular para cada um dos mondémeros foram gerados com o servidor
CHARMM-GUI (Jo et al., 2008) (http://www.charmm-gui.org/). A sele¢do dos
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rotdmeros das cadeias laterais dos residuos mutantes foi realizada com base
em simulagfes iniciais de dinamica molecular de 6 ps com temperatura de
10.000 K seguidas de uma suave minimizagdo de energia dos sistemas com
um algoritmo CG. Estas simulacdes iniciais foram repetidas vinte vezes para
cada mondmero, restringindo-se a movimentacdo dos atomos que nao eram
componentes das cadeias laterais dos residuos mutantes. A estrutura com
menor energia foi entdo selecionada para os procedimentos subsequentes. As
simulagbes finais de dinamica molecular foram entdo executadas com o
programa Charmm v.c36al de modo a promover uma otimizacdo estrutural
adicional para cada um dos modelos monoméricos. Estas simulacdes foram
realizadas utilizando o campo de forca Charmm36 (Best et al., 2012) e uma
caixa cubica contendo moléculas de solvente explicito e 100 mM de NaCl.

Cada sistema foi submetido a um processo de minimizacdo de energia
utilizando-se os algoritmos SD (Steepest Descent) e ABRN (50 passos cada),
seguida de uma etapa de 100 ps de equilibragdo em NVT (volume e
temperatura (300 K) constantes) e mais 100 ps de simulacédo livre em NPT
(pressdo (1 bar) e temperatura constantes). Nas duas Ultimas etapas, o
algoritmo SHAKE (Ryckaert et al., 1977) foi utilizado para limitar a distorgao
das ligacdes entre os atomos do sistema. O célculo dos modos normais de
vibracdo molecular foi executado em condicdo de vacuo com o programa
Charmm v.c36al. Um total de 103 modos normais de vibracdo molecular foram
calculados. envolvendo todos os atomos dos modelos monoméricos das
proteinas Cap dos virus PCVb-mut3 e PCV2b-w até um gradiente menor que
10 kcal.mol.A2. As flutuagdes dos a&tomos C* dos primeiros 20 modos normais
de vibragdo molecular (7 ao 26) de cada monémero foram também calculadas
com o programa Charmm v.c36al. Os mapas de calor utilizados para analisar
a variacdo de flexibilidade das proteinas Cap avaliadas foram gerados pelo
programa MATLAB® v.2016. Esta parte do trabalho foi executada em
colaborag&o com o doutorando Antoniel Augusto Severo Gomes, do Instituto de
Biociéncias da Unesp, campus de Botucatu/SP.
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3.2 Procedimentos experimentais
3.2.1 Desenho e preparo dos primers

Os primers PCV2b-w forward (TAC CCC ATG GGT CAC CAC CAC CAC
CAC CAC ATG ACC TAT CCG CGT) e PCV2b-w reverse (GGC ATA TGG TAT
ACG GAT CCT TAC GGA TTC A) foram desenhados utilizando como base a
sequéncia KF374705.1 (GenBank) com o auxilio do programa Geneious
(Kearse et al., 2012) e adquiridos junto a empresa Invitrogen®. Os primers
foram sintetizados com sitios de restricdo para as enzimas Ncol e Ndel para
permitir a subsequente insercdo da sequéncia de interesse no vetor de
expressao pET-283(+). Para execucdo dos experimentos em questdo, primers
liofilizados foram diluidos em tampédo Tris-HCI/EDTA (TE 1x) pH = 7,4 para
uma concentracéo final de 100 pmol/L. Para a solucdo de trabalho usada nos
experimentos de PCR foi realizada uma segunda diluicdo para a concentracao

final de 10 pmol/uL em agua nuclease-free.

3.2.2 Amplificacéo

Para a execucéo das PCRs foi empregado o kit comercial GoTaq® Long
PCR Master Mix (Promega®) com volume final de 25uL, conforme orientacGes
do fabricante. Foi preparada também uma solu¢cdo de controle negativo
(auséncia de DNA) nas mesmas condi¢cdes com adicdo de agua nuclease-free
no lugar da amostra. As amostras (DNA plasmidial do pGS-212 do virus
selvagem) foram submetidas a temperaturas varidveis: 94 °C para a
desnaturacdo térmica inicial (10 minutos), seguida de 35 ciclos de
desnaturacao das fitas de DNA a 94 °C (30 s), anelamento e hibridizacdo dos
primers a 55°C (30s) e extensao a 72 °C (30s). Para a extenséao final das fitas,
foi aplicada a temperatura de 72 °C por 5 minutos e as amostras foram em

seguida mantidas a 22 °C até a retirada do termociclador.

3.2.3 Anaélise qualitativa dos produtos de PCR

Uma aliquota do produto amplificado resultante das PCRs foi analisada

gualitativamente por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com SYBR®
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Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Para as corridas eletroforéticas das aliquotas foram aplicados 80 V por 10
minutos e 100 V por 20 minutos. O marcador de peso molecular Quick-Load®
DNA Ladder 1kb (New England Biolabs®) foi utilizado como referéncia seguindo
as orientacOes do fabricante, e a documentacao dos géis foi realizada por meio

do emprego do sistema Syngene-Ingenius®.

3.2.4 Purificacdo do DNA ap6s PCR

Os produtos amplificados foram purificados com o uso dos kits lllustra®
GFX® PCR DNA e Gel Band Purification Kit® (GE Healthcare®), com base no
protocolo sugerido pelo fabricante para a purificacdo de DNA a partir de
misturas de PCR. Em seguida, o material amplificado foi armazenado a -20 °C

até o momento de sua utilizac&o.

3.2.5 Quantificagcdo do DNA

Previamente aos demais procedimentos, as amostras amplificadas
foram quantificadas com o emprego do espectrofotometro NanoDrop 1000®
(ThermoScientific®) e do fluorimetro Double Stranded DNA Quantus®
(Promega®) em associacdo com o kit Qubit® dsDNA HS Assay® (Life

Technologies, USA) seguindo as instru¢des do fabricante.

3.2.6 Sequenciamento de DNA

As amostras contendo os produtos amplificados foram preparadas para
sequenciamento utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing® (Applied Biosystems®), e a eletroforese capilar das amostras foi
realizada com o sequenciador automatico ABI 3600® (Applied Biosystems®),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a execucdo destas analises
foram utilizados os mesmos primers forward e reverse descritos anteriormente.

As sequéncias obtidas foram alinhadas juntamente com a sequéncia ORF2 do
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virus PCV2b-w depositada no GenBank (cédigo DQ923523) por meio do
programa MEGA v.6.0 (Tamura et al., 2013).

3.2.7 Preparacao dos vetores pET-28a(+)

Os vetores pET-28a(+) foram obtidos a partir de uma cultura de estoque
de Escherichia coli cepa DH5a armazenada a -80 °C. Para tanto, foram
preparadas placas contendo meio agar LB (Luria-Bertani) (1% triptona; 0,5% de
extrato de levedura; 1% NaCl, 1,5% agar bacteriolégico) (Sambrook et al.,
1989) e canamicina na concentracdo de 30 pg/mL. A solugdo contendo as
bactérias transformadas foi entdo transferida para as placas com o auxilio de
uma alca de platina (semeadura) e incubada a 37 °C por 16 horas (overnight).
Colbnias isoladas destas placas foram coletadas e multiplicadas em tubos
Falcon contendo meio liquido LB com 30 ug/mL de canamicina, sob agitagao

overnight de 200 rpm a 37 °C por 16 horas.

3.2.8 Purificacao e quantificacdo dos plasmideos

O DNA plasmidial foi extraido com o kit E.Z.N.A. plasmid mini Kit 1®
(Omega Bio-tek®) seguindo instrucdes do fabricante, e usado para diversas
finalidades analiticas e para reacdes de restricdo. A quantificacdo do DNA
plasmidial foi feita com o espectrofotometro NanoDrop 1000® (Thermo
Scientific®) e com o fluorimetro Double Stranded DNA Quantus® (Promega®)
em associacdo com o kit Qubit ds DNA HS Assay® (Life Technologies, USA),
seguindo as orientacdes do fabricante. As amostras foram concentradas em

um evaporador rotativo (Concentrador PLUS - Eppendorf®).

3.2.9 Insercédo da sequéncia codificadora da proteina Cap do
PCV2b-w no vetor de expressao

3.29.1 Digestdo das amostras de DNA e do plasmideo com
enzimas de restricdo

Nesta etapa, o fragmento de DNA contendo a sequéncia codificadora da

proteina Cap do PCV2b-w e o vetor pET28a(+) foram submetidos,
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separadamente, a uma reacao de digestao dupla e simultanea com as enzimas
de restricido Ncol e Ndel (Thermo Scientific®). O tampéao indicado para o
emprego destas enzimas foi o Tango 2X sendo preparada uma solugdo de
reacao para um volume final de 50 pL, conforme indicacdo do fabricante. As
solucbes testadas foram mantidas a 37 °C por 16 horas no termociclador e,
apos a digestdo, uma temperatura de 65 °C foi aplicada durante 20 minutos

para inativacdo das enzimas.

3.2.9.2 Andlise qualitativa por gel de agarose

Apbés a reacdo dupla de restricdo, aliquotas dos produtos foram
analisadas qualitativamente por eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com SYBR Safe DNA gel Stain® (Invitrogen®), seguindo orientacdes do
fabricante. Como controle negativo para a reacdo envolvendo o vetor, foi
utiizado o DNA plasmidial do pET-283%+) fechado. Como referéncia, foi
empregado o marcador GeneRuler DNA Ladder® 1kb (Thermo Scientific®),
conforme instrucdes do fabricante. O gel resultante foi documentado por meio

do emprego do sistema Syngene-Ingenius®.

3.2.9.3 Purificacdo dos produtos de restricdo a partir do gel de
agarose

Os produtos de interesse, separados por eletroforese, foram purificados
por meio dos kits lllustra® GFX® PCR DNA e Gel Band Purification Kit® (GE
Healthcare®) com base no protocolo para a purificacdo do DNA, a partir de gel
de agarose. Apés a eluicdo do DNA, as amostras foram armazenadas a -20 °C

até o uso.

3.29.4 Quantificacdo dos produtos

Previamente aos demais procedimentos, as amostras foram

guantificadas por meio do emprego do fluorimetro Double Stranded DNA
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Quantus® (Promega®) em associacdo com o kit Qubit ds DNA HS Assay® (Life
Technologies, USA).

3.2.9.5 Reacdo de Ligacdo e transformacao do vetor

A reagdo de ligagéo foi realizada com uma propor¢édo de 3:1 (inserto
contendo a sequéncia codificadora da proteina Cap do PCV2-w : vetor
pET28a(+)) e o emprego da enzima T4 DNA Ligase (New England BioLabs®)
com tampdo apropriado, conforme orientacdo do fabricante. A solucéo foi
incubada a 16 °C por 16 horas e, ap0s este periodo, aplicou-se 65 °C por 10
minutos para a inativagdo da enzima. O produto da reacdo de ligacao foi
refrigerado a 4 °C. Esse produto foi entdo usado para a nova transformacéao de
bactérias E.coli da linhagem BL21(DES3): aliquotas de 10 pL foram inseridas em
microtubos contendo 100 uL de solucéo de células competentes e submetidas
a choque térmico, sendo entdo transferidas para 900 pL de meio LB (1%
triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl) e mantidas a temperatura de 37

°C por 90 minutos sob agitacéo.

3.2.9.6 Propagacdo das colbdnias, Purificacdo e Congelamento das
células transformadas

A solucdo obtida no item anterior foi utilizada para semear placas
contendo meio LB &gar com canamicina (30 pug/mL), e incubadas overnight a
37 °C. Colbnias isoladas das placas foram coletadas e propagadas em meio
LB, com incubacdo a 37 °C overnight sob agitacdo. O DNA plasmidial
recombinante de E. coli foi extraido com o E.Z.N.A.® plasmid mini Kit | (Omega

Bio-tek®) e armazenado a -20 °C.

Aliguotas de 1,0 mL das culturas de E. coli contendo o plasmideo
recombinante em meio liquido LB, foram adicionadas em criotubos em 9% de
glicerol e armazenadas a -80 °C para a execucao de experimentos posteriores

de expressao.
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3.2.9.7 PCR, andlise qualitativa por gel de agarose e
sequenciamento do DNA plasmidial

Aliguotas do DNA plasmidial recombinante foram preparadas para duas
reacbes de PCR realizadas com o kit GoTag Long PCR Master Mix®
(Promega®) com um volume de reacdo de 25 pL, conforme orientacdes do
fabricante. Para a primeira reacdo foram utilizados os primers T7-PRO
(TAATACGACTCACTATAGGG) como forward sequencing primer e o T7-TER
(GCTAGTTATTGCTCAGCGG) como reverse sequencing primer. Uma
segunda reacdo de PCR com os primers PCV2b-w forward e reverse foi
realizada para confirmar a orientacdo do inserto contendo o fragmento de
interesse do DNA do virus PCV2b-w. Uma aliquota do produto de ligacao
também foi preparada para PCR com a utilizacdo dos primers T7 PRO e T7
TER. As trés amostras em questdo foram submetidas a uma sequéncia de
temperaturas variaveis: 94 °C para a desnaturacao térmica inicial (10 minutos),
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo das fitas de DNA a 94 °C (30 s),
anelamento dos primers a 55 °C (30 s) e extensédo a 72 °C (30 s). Para a
extensao final das fitas foi aplicada a temperatura de 72 °C por 5 minutos e a
amostra foi mantida a 22 °C até a sua retirada do termociclador.

Apos as PCRs, os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com SYBR Safe DNA gel Stain®
(Invitrogen®) conforme recomendacdes dos fabricantes. Para as andlises
qualitativas foi utilizado o marcador Gene Ruler 1kb DNA Ladder®
(ThermoScientific®) seguindo orientacbes do fabricante, e os géis foram
documentados com o sistema Syngene-Ingenius®. Estas amostras foram, em
seguida, preparadas para sequenciamento utilizando-se o BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit® e o aparelho de sequenciamento automético ABI

3600®, ambos da Applied Biosystems®, seguindo instrucées do fabricante.
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3.2.10Expresséao heterdloga da proteina Cap do PCV2b-w

3.2.10.1 Estudos de otimizacdo para a expressao heter6loga das
proteinas Cap

Para a expressao da proteina recombinante foi utilizada a linhagem de
E. coli BL21 (DE3), apds reagcdo de transformacdo com o plasmideo
recombinante pET28a(+)-Cap, verificando-se as condi¢cdes mais apropriadas
de temperatura, concentracdo de agente indutor (IPTG) e tempo de inducdo. A
propagacdo dessas bactérias foi realizada a partir da solugdo de estoque
mantida a -80 °C com o plaqueamento em meio LB &gar contendo canamicina
(30 pg/mL) e incubadas a temperatura de 37 °C por 16 horas. Colbnias
isoladas foram coletadas das placas para in6culo em 5 mL de meio LB liquido
contendo canamicina (30 ug/mL). Estes inéculos foram incubados a 37 °C por
16 horas sob agitacdo de 200 rpm. Os controles negativos foram obtidos a
partir de uma col6nia de E. coli BL21 (DE3) sem plasmideo e de outra colbnia
de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo sem a sequéncia codificadora da
proteina Cap do PCV2b-w. Uma fracdo de 1 mL de cada cultura foi transferida
para 20 mL de meio LB liquido contendo antibiético canamicina (30 pg/mL),
sendo estas aliquotas de 21 mL posteriormente incubadas a 37 °C, sob
agitacao de 200 rpm, até uma absorbancia entre 0,5 e 1,0; considerando-se o

comprimento de onda de 600 nm (A600).

ApOs atingir a absorbancia desejada, cada cultura foi dividida em duas
aliquotas: uma para controle sem adicéo de IPTG e outra com adicdo de IPTG
em concentragbes finais de 1,0 mmol/L. Foram realizados testes para
determinar melhor temperatura e tempo de incubacdo para expressdo da
proteina. As temperaturas testadas foram de 30 °C e 37 °C com agitacdo de
200 rpm, e o tempo de incubacao foram coletados em 0, 2 horas e 30minutos,
e 16 horas. Para avaliar a eficiéncia da expressao da proteina foram coletadas
fracbes de 1 ml em cada temperatura e tempo de incubacgéo. Posteriormente,
estas fracbes foram submetidas a leituras de absorbancia (A600) e
centrifugadas (16.000 x g por 2 minutos), descartando-se a solugéo
sobrenadante e ressuspendendo-se o precipitado (pellet) em 100 pyL de tampéo
de amostra SDS 1x (12 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% glicerol; 0,4% sédio dodecil-

sulfato; 2,88 mmol/L 2-mercaptoetanol e 0,02% azul de bromofenol). O volume
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contendo o pellet ressuspendido foi entdo aquecido a 100 °C por 5 minutos e
resfriado em seguida no gelo. Para a avaliacdo dos resultados apos os
experimentos de expressdo foram realizados ensaios de eletroforese SDS-
PAGE (Laemmli, 1970).

3.2.10.2 Ensaios de eletroforese SDS-PAGE

Os ensaios de eletroforese SDS-PAGE foram executados com gel de
separacdo de 12,5% e com o emprego do sistema vertical Mini-Protean® Il
(Bio-Rad®) seguindo a orienta¢des do fabricante, aplicando-se 80 a 100 V por,
aproximadamente, 1 hora e 30 minutos. Ao término dos experimentos, 0s géis

foram retirados e corados com solucédo de azul de Coomassie.

Como controles negativos, foram utilizadas colonias de E. coli BL21
(DE3) sem o plasmideo de expresséo (indicado com a letra C), e colbnias de E.
coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo sem o inserto para producdo da
proteina Cap em questao (indicado com a letra P). Ambos os controles também
foram submetidos a variagbes das condicbes, assim como as bactérias
transformadas com o plasmideo contendo a sequéncia de interesse. O produto
esperado para 0s experimentos seria uma banda proteica de aproximadamente
23 kDa.

3.2.11Estudos da presenca de mRNA para expressao da proteina
Cap do PCV2b-w

3.2.11.1 Inducdo em diferentes tempos e concentracdes de IPTG
para obtencdo de RNA

Para verificacdo da presenca do mRNA correspondente a proteina Cap
do PCV2b-w foram realizados experimentos de inducdo para expressao da
proteina recombinante utilizando a linhagem BL21(DE3) de E. coli (apés reacéo
de transformacgédo com o plasmideo recombinante pET28a(+)-Cap), verificando-
se as condicbes mais apropriadas de temperatura, concentracdo de agente
indutor (IPTG) e tempo de inducado. A propagacao das bactérias foi feita a partir
da solucéo de estoque mantida a -80 °C com plaqueamento em meio LB agar

contendo antibioético canamicina (30 pg/mL) e cultivo a 37 °C por 16 horas
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(overnight). Em seguida, foram coletadas col6nias isoladas dessas placas e
inoculadas em 5 mL de meio LB liquido contendo o antibiético canamicina em
concentracdo de 30 ug/mL. Procedeu-se entdo a incubacdo a 37 °C por 16
horas (overnight) sob agitacdo de 200rpm. O controle negativo foi realizado
com uma colbénia de E. coli BL21 (DE3) na auséncia do plasmideo de
expressdo. Uma fracdo de 1 mL de cada cultura foi transferida para 20 mL de
meio LB liquido contendo antibidtico, e incubada a 37 °C sob agitagdo de 200
rpm, até atingir absorbancia entre 0,5 e 1,0 no comprimento de onda de 600
nm (A600). Para tanto, foram coletadas aliquotas de 500 uL da amostra para
leitura no espectrofotbmetro em tempos de incubacédo diferentes. Apds atingir a
absorbancia desejada, cada cultura foi dividida em duas aliquotas: uma para
controle sem indug&o e outra induzida com IPTG em concentragdes finais de
0,5 e 1,0 mmol/L (incubadas a 30 °C, com agitacdo de 200 rpm). O efeito do
tempo de inducdo também foi avaliado, considerando os momentos 0, 30

minutos, 1 hora e 4 horas ap0s a adicao de IPTG.

Para os procedimentos subsequentes de extracdo de RNA, fracdes de 1
mL correspondentes as condi¢des experimentais testadas foram centrifugadas
(16.000 x g por 2 minutos), com descarte da solugdo sobrenadante e
armazenamento dos pellets obtidos a -80° C.

3.2.11.2 Extracdo de RNA

Os pellets armazenados a -80°C foram ressuspendidos em 300 uL de
NaCl 0,9%, e a extracdo de RNA foi realizada com kit de extracdo MagaZorb®
Total RNA Mini-Prep Kit (Promega®), de acordo com as orientacdes do
fabricante. O produto extraido foi submetido a diluicdes seriadas de 1:10,
1:100, 1:1.000 e 1:10.000 para posterior tratamento com DNAse (para clivagem

do DNA genbmico) e reacédo de sintese de cDNA.

3.2.11.3 Tratamento com a DNAse

O tratamento com DNAse foi realizado com a enzima RQ1 RNase-Free

DNase (Promega®) de acordo com o protocolo do fabricante. Foram utilizados
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6 puL da amostra de RNA extraido, 3 yL da enzima, 1 pyL de tampao do kit. A
reacao foi interrompida pela adi¢do de 3 uL de Stop Solution (solucdo do kit) e

a solucéo resultante foi mantida resfriada em gelo para o proximo passo.

3.2.11.4 Sintese de cDNA

O RNA total extraido e tratado com DNAse foi entdo submetido a reacao
para sintese de cDNA com o ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit
(New Englands BioLabs®), seguindo-se protocolo do fabricante. A 6 uL da
solucéo obtida no procedimento anterior (item 3.211.3) foram adicionados 2 L
de Random Prime Mix (60 uM) e o volume total resultante foi incubado a 65 °C
por 5 minutos sendo, logo em seguida, mantido em gelo. Em seguida, foram
adicionados aos microtubos mais 10 yL da ProtoScript® Il Reaction Mix (2x) e 2
uL ProtoScript® Il Enzyme Mix (10x), obtendo-se um volume final de 20 uL, que
foram incubados em trés condi¢bes diferentes: a 25 °C por 5 minutos, a 42 °C
por 60 minutos e a 80 °C por 5 minutos (condicdo de reacdo de acordo com o
fabricante). Para o controle da reagdo de tratamento com DNAse foi realizado o
mesmo procedimento da reacdo de sintese de cDNA, porém a enzima
ProtoScript® Il Enzyme Mix (10x) foi substituida nas amostras por agua livre de
nuclease. Os produtos finais obtidos pelos procedimentos descritos foram
submetidos a PCRs para amplificacdo da sequéncia desejada e a ensaios de

eletroforese em gel de agarose 1,5% para visualizacdo dos resultados.

3.2.115 Amplificacdo por PCR

As sequéncias de cDNA para analisar a presenca de mMRNA
correspondente a proteina Cap do PCV2b-w foram obtidas por amplificacéo
pela PCR. Os primers utilizados para a amplificagédo foram PCVO0-R (GGC ATA
TGG TAT ACG GAT CCT TAC GGA TTC A) e PCV0-F2 (TAC CCC ATG GGT
CAC CAC CAC CAC CAC CAC ATG ACC TAT CCG CGT) adquiridos junto a
empresa Invitrogen®. As reacdes foram realizadas com a enzima GoTaq®
Green Master Mix (Promega®) para um volume de reacdo de 25 pL, conforme

orientacdes do fabricante. As amostras foram submetidas ao seguinte ciclo de
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amplificacdo: 94 °C para a desnaturacao térmica inicial (10 minutos), seguida
de 40 ciclos de desnaturacdo das fitas de DNA 94 °C (60s), anelamento dos
primers a 55 °C (60s) e extenséo a 72 °C (60s). Para a extensao final das fitas
foi aplicada uma temperatura de 72 °C por 5 minutos e a amostra foi mantida a

22 °C até ser retirada do termociclador.

3.2.11.6 Analise do produto amplificado

Uma aliquota de 5 pL dos produtos amplificados resultantes da PCR foi
analisada qualitativamente por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado
com SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen®) seguindo as instrucdes do
fabricante. Para a realizacdo do ensaio eletroforético foram aplicados 80 V por
30 minutos e o marcador molecular utilizado foi o LowRanger® 100bp DNA

Ladder (Norgen Biotek Corp®) conforme orientagdo do fabricante.

3.2.12Estudos de inducdo com diferentes concentracbes de IPTG

para expressdo da proteina Cap do PCV2b-w e ensaios de Western

Blot

Paralelamente a coleta de amostras para extracdo de RNA, ja descritas
anteriormente, também foram coletadas fracbes das amostras com tempo de
inducdo de 4 horas e concentracdes de IPTG de 0, 0,5 e 1,0 mmol/L para a

realizacdo de ensaios de eletroforese SDS-PAGE e Western Blot.

3.2.12.1 Ensaios de eletroforese SDS-PAGE

As aliquotas foram centrifugadas por 2 minutos (16.000 x Q),
descartando-se o sobrenadante. O precipitado (pellet) foi ressuspendido em
100 pL de tampao de amostra SDS 1x (12 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% glicerol,
0,4% sodio dodecil-sulfato; 2,88 mmol/L 2-mercaptoetanol e 0,02% azul de
bromofenol). O volume resultante foi aquecido a 100 °C por 5 minutos e,em
seguida, resfriado e mantido em gelo. Para a comparacéo dos resultados apos

a expressao foram realizados ensaios de eletroforese SDS-PAGE (Laemmli,
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1970) em gel de separacdo de 12,5%. Os ensaios eletroforéticos foram
conduzidos com o sistema vertical Mini-Protean® Il (Bio-Rad®) aplicando-se 80
a 100 V por, aproximadamente, 1 hora e 30 minutos, seguindo as
recomendacgfes do fabricante. Ao término do procedimento os géis foram
retirados, sendo um deles corado com solucdo de azul de Coomassie e o outro

utilizado para os ensaios de Western Blot

3.2.12.2 Ensaios de Western Blot

ApoGs os ensaios de eletroforese SDS-PAGE as bandas de proteinas
obtidas foram transferidas do gel de poliacrilamida para uma membrana de
nitrocelulose (porosidade 0,22 ym — Protean® — Whatman®) por intermédio do
aparelho Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell® (Bio-Rad®) (12 V por um
periodo de 1 hora e 30 minutos) seguindo as recomendac¢fes do fabricante.
Estes experimentos foram executados com tampdao de transferéncia Bjerrum &
Schafer-Nielsen (48 mM tris-HCI, 39 mM glicina, 20% metanol, 1,3 mM SDS
(0,0375%), pH 9,2). Apos as transferéncias para a membrana de nitrocelulose,
o gel de eletroforese foi corado com solucdo de azul de Coomassie para
verificagdo da eficiéncia do processo. As membranas de nitrocelulose foram
coradas com solucdo de Ponceau S (0,1% Ponceau, 5% &cido acético glacial)
por um periodo de 10 minutos. Os segmentos da membrana de nitrocelulose
contendo as bandas proteicas transferidas foram recortadas em tiras e lavadas
em agua Milli-Q. Em seguida, as tiras foram bloqueadas com solucao de TBS
(10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5) contendo LPD (leite em pé desnatado)
a 10% (m/v) por 16 horas, sob agitacdo e em temperatura ambiente. Os
anticorpos utilizados foram provenientes de soro suino contendo IgG anti-PCV2
(diluicdo 1:100) (anticorpo primario) e do conjugado anti-Pig IgG (A5670 —
SIGMA-ALDRICH) (diluicdo 1:500) (anticorpo secundario). O anticorpo primario
foi diluido em TBS contendo LPD 10% (m/v) e as fitas de nitrocelulose foram
incubadas nesta solug&o por 2 horas, sob agitacdo em temperatura ambiente.
ApoOs duas lavagens em TBS por 10 minutos, foi adicionado o conjugado
marcado com peroxidase diluido em TBS contendo 10% de LPD. As tiras foram

incubadas novamente por 2 horas, sob agitacdo. A revelacdo da membrana de
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nitrocelulose foi realizada com solucdo de substrato cromégeno (50 mL de
TBS, 10 mL de metanol, 1 mL de 4-cloro-1-naftol a 30 mg/mL (diluido em
metanol) e 30 pL de solugéo de perdxido de hidrogénio a 30%) com incubacéo
de 30 minutos sob agitagcdo suave em temperatura ambiente. A reagéo
enzimatica foi bloqueada apoés trés lavagens com agua Milli Q, de 10 minutos

cada.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos estruturais in silico

4.1.1 Alinhamento mdultiplo de sequéncias da proteina Cap e

modelagem de uma porc¢éo do capsideo do PCV2b-mut3

A andlise do alinhamento multiplo gerado com as sequéncias Unicas de
proteinas Cap do PCV2 mostrou que os residuos M72, N77 e T200 sdo muito
mais frequentes no circovirus suino do que os residuos encontrados nestas
posi¢cdes nos virus PCV2b-mutl (1200), PCV2b-mut2 (721 e 200l) e PCV2b-
mut3 (172, D77 e 1200). Esta comparacdo destacou a rara ocorréncia das
mutacBes M72I e T200I, que sdo encontradas, respectivamente, em 0,4% (sete
sequéncias) e 1,1% (17 sequéncias) do total de sequéncias Unicas alinhadas
(1600 sequéncias). A frequéncia da mutacdo N77D também é relativamente
baixa, ocorrendo em apenas 26,3% das sequéncias selecionadas (Tabela 1).
Este achado por si s6 destaca a possivel importancia destas muta¢cdes para o
marcado ECP dos virus PCV2b-mut 2 e PCV2b-mut3, que sdo capazes de
promover a morte de células testiculares suinas (células ST) logo ap6s a
segunda passagem de cultivo (Cruz et al., artigo submetido para publicacéo).

Além disso, como atestado pela analise das sequéncias utilizadas no
alinhamento mudltiplo, a combinacdo das trés mutagcbes em questdo é
encontrada somente no PCV2b-mut3, que apresentou ECP mais intenso que o
PCV2b-mu2. Assim, os achados de Cruz et al. (artigo submetido para
publicacdo) e a comparacdo entre as sequéncias selecionadas sugerem que o
claro incremento do ECP in vitro provocado pelo acumulo sequencial das
mutacOes pode estar relacionado a alteracbes estruturais/funcionais da

proteina Cap.
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Mutacdes Frequéncia (%) N° de sequéncias Aminoécido
M =88,1 % 1.410 Metionina
L=11,0% 176 Leucina
1=0,44 % 7 Isoleucina
M72I V=019 % 3 Valina
T=0,1% 2 Treonina
R =0,06 % 1 Arginina
W =0,06 % 1 Triptofano
N =73,0% 1.164 Asparagina
D=26,3% 420 Acido Aspéartico
NT7D G=08% 13 ' Glicina
E =0,06 % 1 Acido Glutamico
K =0,06 % 1 Lisina
T=0,06 % 1 Treonina
T=98,0% 1.568 Treonina
1=1,0% 17 Isoleucina
T200I A=0,5% 9 Alanina
H=03% 5 Histidina
S=0,06% 1 Serina

Tabela 1. Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢cées 72, 77 e
200 de 1600 sequéncias Unicas de proteinas Cap do PCV2 alinhadas por meio
da ferramenta de alinhamento multiplo MUSCLE (Edgar, 2004).

A possivel ocorréncia de tais alteracdes na proteina Cap é reforcada
pelas caracteristicas das mutacfes observadas, uma vez que 0S NOvVOS
residuos apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes em relacédo aos
residuos M72, N77 e T200. As alteracbes das propriedades fisico-quimicas dos
residuos de aminoacidos mutados no trés virus foram as seguintes: i) no
PCV2b-mutl, um residuo polar ndo-carregado (treonina) é substituido por um
residuo apolar alifatico (isoleucina) (Figura 1A), ii) no PCV2b-mut2 a mutacdo
anterior é acompanhada pela mutagcdo M72l, onde um residuo hidrofébico com
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uma cadeia alifatica linear e um grupo nucleofilico tioéster (metionina) €
reposto por um residuo hidrofébico de cadeia alifatica ramificada (isoleucina)
(Figura 1B) e iii) no PCV2b-mut3 as duas mutacdes anteriores tiveram a adicao
da mutacdo N77D, caracterizada pela troca de um residuo polar ndo carregado

(asparagina) por outro negativamente carregado (aspartato) (Figura 1C).
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Figura 1. Mutacdes encontradas nas proteinas Cap dos virus PCV2b-mutl (A: T200l),
PCV2b-mut 2 (A: T200I e B: M72l) e PCV2b-mut3 (A: T200l, B: M721 e C: N77D).
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Além da baixa frequéncia das alteracdes observadas e das alteracdes
fisico-quimicas mencionadas, outro fato interessante chama a atencéo para a
importancia das muta¢cdes em questdo: dois de seis epitopos identificados por
Mahé et al. (2000) contém em suas sequéncias os residuos M72, N77 e T200.
Por sua vez, Khayat et al. (2011) mapearam, com base em um modelo
cristalografico do capsideo obtido a partir de uma proteina Cap recombinante, a
posicdo destes seis epitopos, destacando que aqueles que continham os
residuos M72, N77 e T200 estavam localizados na superficie viral. Estes
autores ainda inferiram que os residuos uma série de residuos, que inclui o
M72, N77 e T200, sdo provavelmente responsaveis pelo reconhecimento
diferencial de anticorpos monoclonais produzidos especificamente contra o
PCV1 e o PCV2. Desta forma, segundo os autores, estes trés residuos fazem
parte de epitopos exclusivamente encontrados no PCV2 e que, portanto, sao
importantes para o desenvolvimento de vacinas destinadas ao controle da
circovirose suina.

Com base nos dados acima, foi realizada também a modelagem de uma
porcao do capsideo viral contendo nove moléculas da proteina Cap do PCV2b-
mut3e com o intuito de obter-se mais informacdes estruturais relacionadas as
mutagdes M721, N77D e T200l. Neste modelo podem ser observados trés
mondmeros centrais e mais seis cadeias polipeptidicas, adicionadas para
prover contatos de interface para todos os componentes da triade central. O
modelo com nove cadeias polipeptidicas e um monémero da proteina Cap do
PCV2b-mut3 Cap sdo mostrados, respectivamente, nas Figuras 2 e 3. O
modelo monomérico da proteina Cap do PCV2b-mut3 apresentou, assim como
seu correspondente cristalogréafico, um fold do tipo jelly roll, que é caracterizado
pela presenca de duas folhas [ compostas, cada uma, por quatro fitas
antiparalelas. Este tipo de fold foi descrito pela primeira vez na proteina do
capsideo do virus TBSV (Tomato Bushy Stunt Virus) (Harrison et al., 1978) e
depois observado em outros virus icosaédricos (Speir & Johnson, 2008). Na
estrutura nonamerica, como esperado, foi possivel observar que os contatos
entre as subunidades ocorreram principalmente entre os loops de cada uma
das proteinas Cap. A qualidade estrutural do modelo como um todo, por sua
vez, foi considerada satisfatdria, como mostrado pelo programa MolProbity
(Chen et al., 2010): 98,8% de todos os residuos encontravam-se alocados nas



37

regides energeticamente favoraveis do diagrama de Ramachandran.
Adicionalmente, o modelo apresentou um valor adequado para o MolProbity
score (1,31), que leva em conta parametros estruturais como a ocorréncia de
clashes (proximidade inadequada entre atomos) e a qualidade estereoquimica
global (Chen et al., 2010). A andlise estrutural pelo servidor ProSA-web
(Wiederstein & Sippl, 2007) também indicou um valor adequado para o Z-score
(-4,47), um indicador da qualidade geométrica que compara o modelo com
outras estruturas experimentais de peso molecular similar depositadas Protein
Data Bank (PDB). O alinhamento estrutural entre os C* das nove cadeias do
modelo nonamérico e aqueles de uma subunidade do modelo cristalogréafico
proposto por Khayat et al. (2011) também demonstrou a similaridade entre as

cadeias polipeptidicas, visto que o RMSD calculado foi de 1,0 A.

Figura 2. Representagdo em cartoon Mon6mero da proteina Cap do PCV2b-mut3. O
fold do tipo jelly roll é caracterizado pela presenca de duas folhas f (em purpura)
compostas, cada uma, por quatro fitas antiparalelas. llustracdo gerada pelo programa
PYMOL® v.1.3.
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Figura 3. Modelo nonamérico de parte do capsideo do PCV2b-mut3. (A)
Representacdo em cartoon das nove cadeias polipeptidicas da proteina Cap
(destacadas em cores diferentes). (B) Representacdo em cartoon das nove cadeias
polipeptidicas da proteina Cap mostradas em (A) no capsideo completo do PCV2-
mut3. A triade central é destacada em vermelho e os demais monémeros em amarelo.

llustragcdo gerada pelo programa PyMOL® v.1.3.
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4.1.2 Localizacdo das mutacdes pode influenciar a eficiéncia da

infeccéo viral

Como mostrado na Figura 4, os residuos mutados 721, 77D e 200l do
PCV2b-mut3 encontram-se claramente localizados em posi¢cdes proximas e
acessiveis ao solvente na superficie do modelo nonamérico. Este achado
evoca algumas  questbes referentes as  possiveis  alteracbes
estruturais/funcionais decorrentes das mutacdes, como, por exemplo, o papel

dos novos residuos no reconhecimento das células-alvo do virus.

Figura 4. Localizacdo das mutacdes M72l, N77D e T200l na superficie do modelo
nonamérico de parte do capsideo do PCV2b-mut3. llustracdo gerada pelo programa

PyMOL® v.1.3.
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Como previamente descrito por Misinzo et al. (2006), a adsorcdo do
PCV2 nas células hospedeiras € um evento determinante para a infeccao viral
e pode estar diretamente relacionada a um mecanismo de tropismo celular e
patogénese. Estes mesmos autores investigaram o papel de
glicosaminoglicanos (GAGs) como receptores celulares do PCV2 com base em
dois principios: i) os GAGs sdo importantes receptores celulares para muitos
outros tipos de virus (Bernfield et al., 1999; Liu & Thorp, 2002; Rostand & Esko,
1997; Vanderplasschen et al., 1993), e ii) muitos tipos diferentes de células
estdo implicadas na infeccdo pelo PCV2, indicando, portanto, que estes virus
podem identificar um ou mais tipos ubiquos de receptores celulares. Os
resultados do trabalho de Misinzo et al. (2006) mostraram que a pré-incubacéo
do PCV2 com sulfato de heparina, heparan sulfato e sulfato de condroitina B
(tipos diferentes de GAGs encontrados na superficie de diferentes células) foi
capaz de reduzir a infeccdo de células suinas monociticas 3D4/31,
possivelmente pela competicdo com receptores celulares similares presentes
nas células testadas. Assim, estes autores puderam destacar a importancia de
trés moléculas especificas (sulfato de heparina, heparan sulfato e sulfato de
condroitina B) para os mecanismos de infeccdo do PCV2, visto que outros
GAGs ndo evitaram a invasao viral nas células 3D4/31. Portanto, em
associacdo as mudancas das propriedades fisico-quimicas e ao reconhecido
papel dos residuos M72, N77 e T200 na resposta humoral contra o PCV2 ja
mencionados acima, o posicionamento das mutacdes M721, N77D e T200I na
superficie viral também pode estar relacionado ao reconhecimento diferencial
de receptores celulares. Esta adaptacdo poderia aumentar a afinidade por
receptores ja utilizados pelo virus e/ou mesmo permitir o reconhecimento de
novas moléculas. Este possivel efeito € justificado pelo fato de que a
compensacao entalpica/entropica derivada da interacdo entre moléculas €
baseada em diversos fatores, incluindo a flexibilidade do sitio de ligacéo e suas
regides vizinhas (Breiten et al., 2013; Chodera & Mobley, 2013; Dunitz, 1995;
Gilli et al., 1994; Qian, 1998; Ryde, 2014). Assim, ambos os fendmenos
(aumento da afinidade por receptores e/ou reconhecimento de novas moléculas
na superficie celular) poderiam aumentar a capacidade de invaséo celular dos
virus mutantes e explicar o destacado ECP apresentado pelo PCV2b-mut2 e

PCVb-mut3 in vitro. Outra observacdo que reforca esta possibilidade diz
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respeito ao fato de que os residuos mutados encontrados no PCV2b-mutl,
PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3 estdo localizados no interior ou na borda de
cavidades (pockets) localizadas no lado externo do modelo nonamérico. Como
enfatizado por Gao & Skolnick (2012), estas regides apresentam formato
cOncavo e caracterizam-se por ser pontos de reconhecimento/ancoragem de
ligantes na superficie de proteinas. De forma bastante sugestiva, os residuos
de metionina e treonina das posi¢bes 72 e 200 sdo substituidos por duas
isoleucinas na borda e no interior de um pocket (aqui denominado pocket 1)
nas superficies das proteinas Cap do PCV2b-mut3 que fazem parte do modelo
nonamerico.(Figura 5). Estas mutac¢des tornam a regido que contém o pocket 1
notavelmente mais apolar e, consequentemente, quimicamente distinta em
relacdo aos virus que ndo possuem as mutacfes em questdo. Da mesma
forma, também foi notado que a mutacdo N77D ocupa uma area na regiao de
borda de outro pocket da superficie do modelo (aqui denominado pocket 2).
(Figura 5). Neste caso, o ambiente em torno do pocket 2 tornou-se mais
hidrofilico devido a substituicdo de um residuo também ocorria substituicdo de
um residuo polar ndo carregado (asparagina) por outro negativamente

carregado (aspartato).

Figura 5. Localizagdo das mutacdes M72I, N77D e T200I (em vermelho) na superficie
de um mondmero da proteina Cap do PCV2b-mut3. Os residuos 172, D77 e 1200
encontram no interior ou ao redor de pockets (indicados com esferas verdes).

llustragcdo gerada pelo programa PyMOL® v.1.3.
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4.1.3 Mutacdes influenciam flexibilidade da proteina Cap do

PCV2b-mut3

Uma questdo estrutural bastante interessante a respeito do papel das
mutacbes observadas no PCV2b € a influéncia destas alteragbes na
flexibilidade da proteina Cap. E bem conhecido o papel da flexibilidade
molecular nas inUmeras atividades conhecidas das proteinas. Neste sentido, o
calculo dos modos normais de vibracdo molecular de proteinas é muito util para
auxiliar a identificacdo de regides e movimentos responsaveis pela
funcionalidade das proteinas. Este tipo de célculo é baseado na chamada
andlise dos componentes principais (Principal Components Analysis - PCA)
(Jolliffe, 2002), um tipo de estudo que revela os modos coletivos de movimento,
particularmente aqueles de baixa frequéncia, os quais estdo mais relacionados
com ao equilibrio dindmico e funcdo biolégica de uma dada molécula (Bahar et
al., 2010).

Assim, uma analise dos primeiros 20 modos normais de vibracéo
molecular de um mondmero da proteina Cap do virus selvagem (PCV2b-w) e
do virus com as mutagbes M72l, N77D e T200I (PCV2b-mut3) foi executada
para verificar a existéncia de eventuais diferencas de flexibilidade molecular
(ver exemplos na Figura 6). A flutuacdo dos modos normais de vibragédo dos C*
das duas moléculas mostrou um padrdo claramente distinto, mostrando ser
possivel a ocorréncia de movimentos de baixa frequéncia distintos entre as
proteinas Cap dos virus PCV2b-w e PCV2b-mut3 (Figuras 7A e 7B). De acordo
com o0s mapas de calor gerados, as maiores diferencas de flutuacédo entre os
C* das proteinas Cap analisadas sédo referentes aos primeiros dez modos
normais de vibracdo molecular (7 a 16). A comparacao destes modos evidencia
a maior flexibilidade da proteina Cap do virus PCV2b-w em relacdo ao PCV2b-
mut3. O mapa de calor diferenca entre os dois virus (PCVb2-w - PCV2b-mut3)
revela, ainda, as regibes de maior diferenca de flexibilidade entre a proteina
Cap selvagem e aquela com as mutacbes M721, N77D e T200I (Figura 7C).
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Figura 6. Exemplos de modos normais de vibragdo molecular calculados para os
monbémeros das proteinas Cap do PCV2b-w e PCV2b-mut3. De (A) a (D) sao
mostrados, respectivamente, os modos 7 a 10 calculados para a proteina Cap do
PCV2b-w, enquanto que de (E) a (H) estdo representados, respectivamente, os modos
7 a 10 calculados para a proteina Cap do PCV2b-mut3. As setas indicam a direcéo e

amplitude dos movimentos calculados. llustracdo gerada pelo programa VMD v.1.9.3.
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Figura 7. Flutuagdo dos modos normais de vibracdo molecular dos C® das proteinas
Cap do PCV2b-w (A), PCV2b-mut3 (B) e a diferenca entre (A) e (B) (PCV2b-w -
PCV2b-mut3) (C). Cinco regibes com diferencas significativas de flexibilidade s&o
observadas nos modos 8 (residuos 25-31 e 94-102), 9 (residuos 46-50), 12 (residuos
130-136) e 15 (residuos 139-142). Os mapas de calor (heatmaps) foram gerados com

o programa MATLAB® v.2016.
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Neste mapa, observam-se, pelo menos, cinco regides com diferencas
significativas de flexibilidade nos modos 8 (residuos 25-31 e 94-102), 9
(residuos 46-50), 12 (residuos 130-136) e 15 (residuos 139-142). A localizagéo
destes residuos na superficie do modelo nonamérico mostra que eles formam
trés regides continuas que, por sua vez, distribuem-se ao redor da triade
central (Figura 8). Estas trés regides "menos flexiveis" do PCV2b-mut3 fazem
ainda contato com os epitopos de superficie mapeados por Khayat et al. (2011)
que contém as mutagbes M721, N77D e T200I (Figura 8).

Figura 8. Localizacdo das por¢cdes menos flexiveis (em vermelho) presentes na
superficie do modelo nonamérico mostra que elas formam trés regiées continuas redor
da triade central. Estas regifes também fazem contato com os epitopos de superficie
mapeados por Khayat et al. (2011) (em verde) e sdo proximas as mutacdes M72I,
N77D e T200I (em azul). llustracédo gerada pelo programa PyMOL v.1.3.
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Estas informacgfes trazem a tona algumas especulacdes interessantes
quanto a atividade patogénica e caracteristicas imunogénicas dos virus
mutantes. A proximidade destas zonas mais rigidas em relacdo as posi¢cdes
mutadas pode, por exemplo, favorecer o reconhecimento de receptores
celulares ao tornar os entornos desta regido estruturalmente mais estaveis.
Como discutido anteriormente, o aumento da afinidade por receptores celulares
e/ou o reconhecimento de novas moléculas na superficie de células-alvo
podem estar associados ao ECP causado pelo PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3 in
vitro. Por outro lado, a ocorréncia de regides mais flexiveis adjacentes a
epitopos estruturais localizados na superficie do PCV2b-w levanta a
possibilidade da ocorréncia de falhas vacinais. Esta possibilidade € baseada no
trabalho de Thorpe & Brooks Il (2007), onde foram mostradas evidéncias que
sustentam a existéncia de uma correlacao entre a afinidade de anticorpos e a
flexibilidade de antigenos. Assim, a diminuicdo da flexibilidade das regides
mencionadas (e sua possivel influéncia nos epitopos estruturais adjacentes)
associada a ocorréncia de mutacdes pontuais de residuos-chave envolvidos no
reconhecimento de anticorpos anti-PCV2 (M72, N77 e T200) (Khayat et al.,
2011), podem tornam o PCV2b-mut3 e outros virus mutantes resistentes a
imunidade conferida por vacinas comerciais produzidas com variedades virais
desprovidas das mutacbes M72l, N77D e T200l. Portanto, a possivel
emergéncia natural de virus similares aos identificados in vitro por da Cruz et
al. (artigo submetido para publicacdo) (especialmente no caso do PCV2b-mut2
e PCV2b-mut3) pode representar uma potencial ameaca a industria suinicola

nacional e mundial.

4.2 Estudos de expressao da proteina Cap do PCV2b-w

4.2.1 Eletroforese SDS-PAGE ap06s experimentos de expressdo com

células transformadas com o plasmideo pET28a-PCV2

Variando-se condicbes como temperatura (30 °C e 37 °C) e tempo de
inducédo (0, 2:30 h e 16 h). De modo geral, a concentracédo ideal de agente
indutor (IPTG) foi de 1,0 mmol/L. Alguns parametros foram ajustados durantes

0S experimentos para tentativas de uma melhor expressao.
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Segundo os autores Gopal & Kumar (2013), a solubilidade é um fator
que pode dificultar a expressdo de proteinas. A secrecdo no periplasma
oferece um ambiente mais oxidativo do que o citosol, sendo possivel que esses
fatores reduzam ou aumentem a demanda de proteinas heterélogas sollveis.
Os autores alegam que o problema da solubilidade € um pré-requisito para
estudos estruturais, funcionais e bioquimicos de uma proteina e afirmam que
ndo h&d uma estratégia universal para resolver este problema. Algumas das
estratégias sugeridas por Gopal & Kumar (2013) para o aumento da
solubilidade de proteinas recombinantes € a variacdo de fatores como, por
exemplo, concentracdo do agente indutor de expressdo e temperatura, bem
como tempo de inducdo. Estes fatores foram explorados em nossos
experimentos, contudo os resultados obtidos ndo mostraram variagdes claras,
evidenciando que estes fatores provavelmente também ndo sdo a causa
determinante do problema da expresséao proteica.

A Figura 9 apresenta os resultados das analises de SDS-PAGE com

variacédo de alguns parametros.
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Figura 9. Ensaios de SDS-PAGE para expressdao com células de E. coli
transformadas com o plasmideo pET28a-Cap. (A) T =30°C e (B)T = 37 °C. Colunas:
(M) Marcador Precision Plus Protein® (Bio-Rad®). (C) Controles negativos: E.coli
BL21(DE3); (P) Controles negativos: E.coli BL21(DE3) + pET28a(+); (Am) E. coli
BL21(DE3) + pET28a-Cap. [IPTG] = 1,0 mmol/L;tempos de inducdo=0, 2:30 e 16
horas.
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Esses resultados mostram que, mesmo com as sugestdes propostas na
literatura, as variacbes de temperatura e tempo de inducdo ndo foram
suficientes para melhorar a expressdo de proteinas heterélogas. Segundo
Inouye (1991), a variacdo no comportamento para a proteina heteréloga pode
ser influenciada pelo ambiente onde a proteina sera expressa, como 0 meio
oxidativo do periplasma ou a participacdo de chaperonas homélogas ou
heterdlogas. Seguindo os pontos levantados por diferentes autores, podemos
discutir as diferentes estratégias adotadas neste trabalho. Uma sugestao para
melhorar a expressao de proteinas em sistemas recombinantes € a insercao na
regido N- ou C-terminal de uma glutationa-S-transferase (GST) (Smith D B.
1992, EP 0293249). Porém, experimentos anteriores executados por nossa
equipe (com o plasmideo pGS-21a), mostraram que a adicdo da GST nao foi
capaz de produzir resultados satisfatorios. Essa proteina fusionada foi entdo
retirada do inserto antes da execucdo dos trabalhos envolvendo a
subclonagem no novo vetor, o pET28a(+). Como demonstrado em nossos
resultados, mesmo a auséncia da GST ndo promoveu uma expressao
significativa da proteina Cap.

Como observado nas Figuras 9 A e B, que séo representativas de uma
série de experimentos executados e condi¢des testadas, mesmo um tempo de
inducéo prolongado (16 horas) ndo foi adequado para a expressdo da proteina
de interesse, ja que ndo foi possivel a obtencdo de bandas protéicas bem
definidas com o peso molecular desejado. Estes resultados, somados a outros
ja obtidos anteriormente, suscitaram davidas quanto a ocorréncia dos passos
necessarios a expressao da proteina Cap em E. coli utilizadas nos
experimentos. Desta forma, foram executados experimentos para verificar a
ocorréncia ou nao do processo de transcricdo da sequéncia correspondente a

proteina Cap mRNA inserida no plasmideo de expressao.
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4.2.2 Experimentos para deteccdo de mRNA correspondente a
sequéncia da proteina Cap do PCV2b-w nas células de E. coli
transformadas com o vetor de expressao

Foram detectadas bandas de cDNA com a massa molecular esperada
(700pb), 0 que denota que a transcricdo do inserto de interesse estava sendo
realizada nas células bacterianas transformadas com o plasmideo para

expressao da proteina Cap do PCV2b-w.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% para deteccdo de cDNA apos
extracdo de RNA total das células de E. coli transformadas com o plasmideo pET28a-
PCV2. Amostras 1 a 16: tratadas com DNAse e submetidas a sintese de cDNA.
Amostras 17 a 32 mesmas amostras anteriores, porém sem a utilizacdo da enzima na
reacdo de cDNA (reacdo controle). M: marcador LowRanger® 100bp DNA Ladder
(NorgenBiotekCorp.®). As 4 amostras e suas diluicdes, em diferentes tempo de
inducdo e concentracdo de IPTG. As mostras com 30 minutos de inducéo:1, 2, 3 e 4
com 0,5 mmol/L de IPTG (diluigdes 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000, respectivamente)
e 5 6,7e8com 1,0 mmol/L de IPTG (diluicbes 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000,
respectivamente). Amostras com 1 hora de indugdo: 9, 10, 11 e 12 sem IPTG
(diluigbes 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000, respectivamente) e 13, 14, 15 e 16 com 0,5
mmol/L de IPTG (diluicdes 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000, respectivamente).

Este resultado confirma a presenca de mRNA nas amostras de indugao
realizadas para este teste de mRNA. Porém todos os outros experimentos de
inducdo de expressdo da proteina realizados anteriormente ndo obtiveram
sucesso. Embora a E. coli seja um organismo adequado para a expressao de

genes heterdlogos devido a facilidade de manipulagcéo e producéo de proteinas
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recombinantes, alguns pontos frequentes podem ser apontados na ineficiéncia
para essa expressdo, como problemas na traducdo do mRNA, traducdo
incorreta, que pode alterar a codificagdo dos genes (Olins& Lee 1993) e

dificultar a obtencéo dos produtos de interesse.

4.2.3 Ensaios de eletroforese SDS-PAGE e Western Blot para
diferentes tempos de inducao e concentracdes de IPTG

Os resultados da Figura 11 mostram a presenca de uma banda proteica
com massa molecular aproximada de 23 kDa, evidenciando a possivel sintese

da proteina de interesse.
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Figura 11. Ensaio de Western Blot para detec¢do da proteina cap do virus PCV2b-w.
Marcador Precision Plus Protein®Dual Color Standards (Bio-Rad®).

Podemos ressaltar que os cédons do inserto presente nos vetores pET-
28a(+) foram otimizados, o que deve ter evitado a ocorréncia de problemas na
sintese de tRNAs correspondentes e no processo de transcricdo, como

evidenciado pelos resultados da analise de expressao de mRNA. Porém, a
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producdo do mRNA de interesse pode ter sido aquém do necessario, 0 que

explicaria os resultados obtidos nos ensaios de Western Blot.

Por fim, podemos ressaltar que outras alteragbes sugeridas na literatura
também foram testadas pela nossa equipe em experimentos anteriores. A
alteracdo do vetor de expresséao e utilizacdo de diferentes linhagens de E. coli,
sugeridos por Gopal & Kumar (2013) como possiveis fatores que podem afetar
a solubilidade e expressdo de proteinas recombinantes, foram realizadas em
estudos anteriores promovidos pela nossa equipe, nos quais o vetor pGS-2l1a
foi inserido em células das linhagens Rosetta e BL21 (DE3) de E. coli
submetidas posteriormente a experimentos de expressdao com diferentes
temperaturas, concentracbes de agente indutor (IPTG).e tempo. Em nossos
experimentos recentes, utilizamos a linhagem BL21 (DE3) com diferentes
temperaturas e concentracbes de IPTG visto que os resultados dos
experimentos anteriores ndo demonstraram diferencas de expressao entre as
linhagens mencionadas. Com base em todo o exposto, podemos concluir que
os procedimentos experimentais para a producdo de proteina Cap devem ser

revistos, incluindo a mudanca do sistema de expressao heteréloga.
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5. CONCLUSAO

Os trabalhos executados neste projeto concentraram-se em duas
frentes: i) o estudo estrutural in silico envolvendo as proteinas Cap dos virus
PCV2b-w, PCV2b-mutl, PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3 (Cruz et al., artigo
submetido para publicacdo) e ii) a realizacdo de ensaios de expresséo
heter6loga da proteina Cap do PCV2b-w com vistas a producéao futura desta e
das demais proteinas para a realizagdo de outros procedimentos baseados em
técnicas biofisicas estruturais, como, por exemplo, ensaios de cristalizacéo e

experimentos de difracdo de raios X.

Em relagdo aos trabalhos referentes ao estudo estrutural in silico foi

possivel concluir que:

1) As mutacbes M72l, N77D e T200l presentes na proteina Cap dos
virus PCV2b-mutl, PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3 apresentam uma frequéncia
baixa, com base em um conjunto de 1600 sequéncias Unicas depositadas em
bancos de dados. O alinhamento multiplo destas sequéncias indicou a baixa
frequéncia das mutacdes M72I e T200I, que sdo encontradas, respectivamente,
em 0,44 % (sete sequéncias) e 1,05 % (17 sequéncias) do total de sequéncias
Unicas alinhadas (1600 sequéncias). A frequéncia da mutacdo N77D também é
relativamente baixa, ocorrendo em apenas 23,3 % das sequéncias
selecionadas. A comparacédo realizada também destacou o carater Unico do
PCV2b-mut3, que foi o Unico virus que apresentou a combinacdo das trés

mutacodes.

2) A andlise das mutagbes (PCV2b-mutl: T200I; PCV2b-mut2: T220I e
M721; PCV2b-mut3: T200I, M72I e N77D) indicou uma clara diferenca entre as
propriedades fisico-quimicas dos novos residuos de aminoacidos em relacao
aqueles substituidos. Estas altera¢es indicaram a possibilidade de alteracdes
estruturais/funcionais relevantes das proteinas Cap dos virus PCV2b-mutl,
PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3 em comparagao com o PCV2b-w.
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3) A estrutura do modelo contendo nove monémeros da proteina Cap do
PCV2b-mut3 mostrou que os residuos mutados 721, 77D e 200l do PCV2b-
mut3 encontram-se claramente localizados em posi¢cfes préximas e acessiveis
ao solvente na superficie da estrutura nonamérica modelo nonamérico. Este
achado levanta algumas questbes referentes as possiveis alteracdes
estruturais/funcionais decorrentes das mutacdes, como, por exemplo, o papel
dos novos residuos no reconhecimento das células-alvo do virus. Em
associacdo as mudancas das propriedades fisico-quimicas, o0 posicionamento
das mutacdes M72l, N77D e T200I na superficie viral pode formar um novo
sitio de interacdo, permitindo o aumento da afinidade por receptores ja
utilizados pelo virus e/ou mesmo permitir o reconhecimento de novas
moléculas. Assim, ambos os fendbmenos (aumento da afinidade por receptores
e/ou reconhecimento de novas moléculas na superficie celular) poderiam
aumentar a capacidade de invasao celular dos virus mutantes e explicar o
destacado ECP apresentado pelo PCV2b-mut2 e PCVb-mut3 in vitro. A
possibilidade da ocorréncia de reconhecimento diferencial de receptores
celulares é reforcada pelo fato de que os residuos mutados encontrados no
PCV2b-mutl, PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3 estdo localizados no interior ou na
borda de cavidades (pockets) localizadas no lado externo do modelo

nonameérico.

4) A flutuagdo dos modos normais de vibragdo molecular dos C* dos
mondmeros das proteinas Cap do PCV2b-w e PCV2b-mut3 apontou uma
evidente diferenca de flexibilidade entre estas duas moléculas, mostrando ser
possivel a ocorréncia de movimentos de baixa frequéncia distintos. Esta
comparacao evidencia a maior flexibilidade da proteina Cap do virus PCV2b-w
em relacdo a proteina Cap do PCV2b-mut3 e revela as regibes de maior
diferenca de flexibilidade entre a proteina Cap selvagem e a que apresenta as
mutacOes M72I, N77D e T200l. As por¢cdes de menor flexibilidade na superficie
do modelo nonamérico formam trés regides continuas na superficie do PCV2b-
mut3, que, por sua vez, distribuem-se ao redor da triade central e sdo préximas
aos epitopos estruturais mapeados por Khayat et al. (2011) (onde estéo
localizadas as mutacdes M721, N77D e T200I). A proximidade destas zonas

mais rigidas em relacdo as posicdes mutadas pode favorecer o
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reconhecimento de receptores celulares ao tornar os entornos destas regides
estruturalmente mais estaveis. Por outro lado, a ocorréncia de regides mais
rigidas préximas aos epitopos estruturais localizados na superficie dos virus
mutantes pode diminuir a afinidade de anticorpos produzidos com base em
vacinas comerciais produzidas com variedades virais desprovidas das
mutacBes M721, N77D e T200I. Esta ultima especulacdo sugere a producédo de
vacinas que contenham virus da circovirose suina com mutagbes raras
passiveis de emergéncia natural, de modo a evitar futuros episédios graves de

falha vacinal.

Quanto aos trabalhos relativos a expresséo heterdloga da proteina Cap
do PCV2b-w, os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusoes:

1) A subclonagem da sequéncia da proteina Cap do PCV2b-w no vetor
de expressdao pET-28a(+) foi bem-sucedida, como evidenciado pelos

resultados de sequenciamento.

2) A expressao de mRNA correspondente a sequéncia da proteina Cap
introduzida no vetor de expressao pET-28a(+) foi detectada, evidenciando que
0 processo de transcrigao ocorre na E. coli BL21(DE3).

3) Os ensaios de Western Blot mostraram resultados compativeis com a
producéo da proteina Cap do virus PCV2b-w, apresentando bandas protéicas
com massa molecular similar ao produto esperado (23 kDa). Porém, novos
estudos sdo necessarios para confirmar a producdo da proteina Cap do
PCV2b-w e melhorar o rendimento dos ensaios de expresséo, possibilitando a
producdo em maior escala desta proteina e, no futuro, das proteinas Cap dos
virus PCV2b-mutl, PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

De acordo com os resultados dos trabalhos executados até o momento é
evidente que a maior dificuldade encontrada esta relacionada a producéao das
proteinas Cap selvagem e mutantes em quantidades significativas. Como
alternativa ao sistema heter6logo até agora empregado, estdo sendo
planejados experimentos de expressao baseados no emprego do baculovirus.
Estes sistemas vém sendo empregados com sucesso na producdo de
proteinas Cap e podem resolver a questdao da producdo em escala destas
proteinas dentro de um periodo de tempo relativamente curto, possibilitando
assim a realizacdo de mais experimentos destinados ao estudo estrutural do
PCV2.

Com o objetivo de obter mais informacgdes relevantes quanto ao papel da
proteina Cap na patogenia do PVC2 também estéo sendo delineados trabalhos
que possam investigar a influéncia das mutacdes da proteina Cap no
reconhecimento do virus por células-hospedeiras. Como ja mencionado,
Misinzo et al. (2006) demonstraram que glicosaminoglicanos (GAGS) presentes
na superficie de células passiveis de infeccdo pelo PCV2 sdo capazes de
interagir com este virus e, portanto, sdo bons candidatos a moléculas
receptoras virais. Neste contexto, planejamos executar experimentos de SPR
(Surface Pasmon Resonance - Ressonancia Plasménica de Superficie) e ITC
(Isothermal Titration Calorimetry - Calorimetria de Titulagdo Isotérmica)
utiizando os virus PCV2b-w, PCV2b-mul, PCV2b-mut2 e PCV2b-mut3
provenientes de cultivo celular e GAGs implicados na infec¢cdo do PCV2 para
testar a influéncia das mutacfes nos mecanismos de reconhecimento de

células hospedeiras pelo virus.
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