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RESUMO

Membro da familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus, o
herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) tem sido associado a diferentes condi¢Ges clinicas em
bovinos (doencas respiratorias, genitais e falhas reprodutivas). N&o existe um procedimento
padrdo para medidas de controle e profilaxia das infeccGes causadas por herpesvirus. Nesse
sentido, o phage display foi utilizado com o objetivo de selecionar novos antigenos
mimetopos de glicoproteinas do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e que apresentam potencial
para uso em vacinas e diagndstico. A técnica de phage display foi realizada com a utilizacdo
de uma biblioteca de peptideos randémicos e lineares composta de 12 residuos de
aminoacidos fusionada a plll de fagos M13 (sem peptideo), contra anticorpos anti-BoHV-1,
purificados em coluna de cromatografia por afinidade. Apds trés ciclos de selecdo
(biopanning) e amplificacdo, 44 clones foram isolados e as sequéncias de aminoacidos dos
peptideos foram determinadas pelo sequenciamento gerando 16 sequencias diferentes. A
reatividade do pool de clones foi confirmada por ELISA, demonstrando a eficiéncia da
selecdo a partir dos anticorpos especificos. Para avaliacdo da especificidade individual,
realizou-se o ELISA dos clones mais frequentes, tendo como controle negativo o fago M13.
Foram selecionados trés peptideos (B, C e E) com afinidade por anticorpos anti-BoHV-1, e
um destes, o peptideo E (pepE), apresentou potencial antigénico na deteccdo de anticorpos
para o diagndstico soroldgico do BoHV-1. Nos testes de imunizacdo em coelhos, os trés
peptideos induziram a producdo de anticorpos especificos, porém, estes ndo foram capazes de
neutralizar a lise celular ocasionada pelo BoHV-1 em placa. A andlise in silico do
dodecapeptideo E (‘DRALYGPTVIDH") possibilitou a identificacdo de um novo epitopo
descontinuo na glicoproteina B de envelope (Env gB) do BoHV-1. H4& um curto motivo
(***YKRD**) dentro de uma regido do gene Env gB do BoHV-1, com alta similaridade com
os motivos compartilhados pelo dodecapeptidio da regido N-terminal (°YXARD?) da gB e do
Herpesvirus Humano 1 (HSV-1) (**YARD*®), em que o residuo *?®Arg é descrito como um
alvo para anticorpos monoclonais neutralizantes (mAb) para a gB do HSV-1. Concluindo,
além da caracterizacdo de um sitio de ligacdo ao anticorpo na Env gB do BoHV-1, o pepE
expresso pelo fago tem potencial de utilizacdo como reagente para o diagnostico viroldgico
por ensaio ELISA-fago, que discrimina amostras de soro positivas e negativas para o BoHV-
1.

Palavras-chave: biopanning, BoHV-1, diagndstico, epitopo descontinuo, glicoproteina B
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ABSTRACT

Member of the Herpesviridae family, subfamily Alphaherpesvirinae, gender Varicellovirus,
the bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) has been associated with different clinical conditions
(respiratory and genital/reproductive diseases) in cattle. There is no standard procedure to
control or prevent infections caused by herpesviruses. In this sense, phage display was used to
select new glycoprotein mimotopes antigen of BoHV-1 that has potential for use in vaccines
and diagnostics. The phage display technique was performed using a linear random peptide
library consisting of 12 amino acid residues fused to the protein 111 of M13 phage (no peptide)
against BoHV-1 specific IgGs, purified by affinity chromatography. After three cycles of
selection (biopanning) and amplification, 44 clones were isolated and their amino acid
sequences were determined by sequencing generating 16 different sequences. ELISA,
demonstrating the efficiency of selection from the specific antibodies, confirmed the
reactivity of pooled clones. Another ELISA evaluated the individual specificity of the most
frequent clones, the M13 phage was used as a negative control. We selected three peptides (B,
C and E) with affinity for anti-BoHV-1 antibodies, and the E peptide (pepE), showed to have
potential as antigen for antibody detection in a serological test for BoHV-1. Immunization of
rabbits with the peptides induced specific production of serum antibodies, but they were not
able do neutralize BoHV-1 cell lysis. The in silico analysis of the dodecapeptide E
(‘DRALYGPTVIDH") enabled the identification of a new discontinuous epitope on the
envelope glycoprotein B (gB Env) of bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1). There is a short
motif (**YKRD*") within a region of the env gB BoHV-1 with high similarity to motifs
shared by dodecapeptide the N-terminal region (°YXARD?) of gB and HSV-1 (**YARD®*®),
wherein the **®Arg residue is described as a target for neutralizing monoclonal antibodies
(mAb) for HSV-1 gB. Besides the characterization of an antibody-binding site of the BoHV-1
Env gB, we have demonstrated that the phage-fused peptide has potential use as a reagent for
virus diagnosis by phage-ELISA assay, discriminating BoHV-1 positive serum samples from
negative ones.

Keywords: biopanning, BoHV-1, diagnosis, discontinuous epitope, glycoprotein B



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

A bovinocultura é uma das mais importantes atividades econémicas do Estado de
Goias, assim como do Brasil. Ela ocupa vasta area do territério nacional, sendo
aproximadamente 174 milhdes de hectares (20% de sua area) ocupados por pastagens, com
209 milhdes de bovinos criados a pasto’. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE)?, em 2013 o rebanho bovino brasileiro era formado por aproximadamente
211 milhdes de cabecas. A regido Centro-Oeste é responsavel por 33,6% do rebanho bovino
nacional com cerca de 71 milhdes de cabecas, das quais aproximadamente 21 milhdes sdo do
Estado de Goiés, considerado o terceiro rebanho bovino do pais®.

Dentro desse cendrio nacional e estadual, perdas econémicas séo inevitaveis. Em
se tratando de perdas produtivas e reprodutivas, o Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e seus
respectivos subtipos (BoHV-1.1; BoHV-1.2a e BoHV-1.2b), destacam-se entre 0s patdgenos
de bovino pelo impacto econémico causado. Além das perdas diretas ocasionadas nos
rebanhos infectados com BoHV-1, esse patdgeno esta associado as restricdes ao comércio
internacional de animais vivos ou seus subprodutos - sémen, embrifes e produtos de
biotecnologia - previstos no Cédigo Internacional de Satide Animal®®,

A ordem Herpesvirales, que possui mais de 200 virus infectando diferentes
espécies, é constituida por trés familias: Alloherpesviridae, com virus de peixes e anfibios;
Malacoherpesviridae, com o virus do molusco; e Herpesviridae, com virus de mamiferos,
aves e répteis. A Familia Herpesviridae € dividida em trés subfamilias, de acordo com suas
propriedades bioldgicas: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae,
sendo os virus das subfamilias Alpha e Gamma os responsaveis por infec¢bes em ruminantes.
Cada subfamilia é agrupada em géneros de acordo com a homologia das sequéncias de DNA,
similaridades na estrutura, organizaco genomica e relacdo antigénica’°.

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae sdo classificados com base em
suas caracteristicas bioldgicas tais como variedade de hospedeiros, ciclo curto de replicagéo,
rapida destruicdo celular em cultivo e estabelecimento de infeccdo latente. Dentre os membros
dessa subfamilia estdo os géneros, Varicellovirus, Simplexvirus, Mardivirus e lltovirus, onde
fazem parte dentre outros, os Herpesvirus bovinos 1 e 5 (BoHV-1 e BoHV-5), 0 Herpesvirus
bovino 2, os Herpesvirus da Doenga de Marek e o virus da Laringotraqueite Infecciosa das

Galinhas, respectivamente”



Os virions dos herpesvirus sdo esféricos e pleomorficos, possuem didametro que
varia entre 120 a 200 nanometros (nm). A particula viral apresenta-se constituida pelo
envelope viral bilipidico, tegumento, capsideo proteico e “core” ou nucleo (FIGURA 1). O
nucleo contém o genoma viral de 137 quilopares de bases (kbp) e DNA de fita dupla linear
(FIGURA 1-A), esse material genético é protegido por um nucleocapsideo icosaédrico de
aproximadamente 100 a 110nm de didmetro formado por 162 capsémeros (150 hexameros e
12 pentameros) (FIGURA 1-B)"®*™. O genoma do BoHV-1 é constituido por
aproximadamente 136 kbp e apresenta massa molecular (MM) de 95-150 x 10° Daltons (Da) e
atualmente, junto com o Herpesvirus bovino 5 (BoHV-5), sdo os Unicos herpesvirus de

ruminantes que tiveram seu genoma completamente sequenciado’*%*2,
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FIGURA 1 - llustracdo simplificada de uma particula
viral dos herpesvirus com 0s seus
componentes (A, B, C e D).

Fonte: adaptada de Dr. Marko
Reschke’s Group, Marburg por Franco
e Roehe’.

O tegumento é uma camada proteica amorfa e eletrodensa que recobre o ndcleo
(FIGURA 1-C), preenchendo o espaco entre o capsideo e o envelope. Por sua vez, o
tegumento é circundado por uma bicamada lipidica, o envelope viral (FIGURA 1-D), que €
derivado de membranas celulares alteradas e contém numerosas protrusées de glicoproteinas
que possuem diferentes propriedades antigénicas e agdo na replicagdo viral. Além de
glicoproteinas, o envelope também contém lipideos’**.

O genoma dos herpesvirus sdo classificados em seis grupos designados de A a F

de acordo com o conteudo de guanina e citosina (G+C), a presenca, o0 nimero e a localizagdo



de regides repetidas e terminais. O BoHV-1 esta no grupo D, com aproximadamente 72% de
conteddo de G+C e duas sequéncias Unicas, a sequéncia longa (UL — “unique long”),
composta por 104.054 pb e a sequéncia curta (US — “unique short”), composta por 9.548 pb
(FIGURA 2)%3,

A US ¢é flanqueada por duas sequéncias invertidas e repetidas de
aproximadamente 24 kpb (IR - “internal repeat” e TR - “terminal repeat”). O segmento UL é
predominantemente fixado em somente uma orientacao, denominada orientacdo protétipo em
nivel de clivagem dos concatameros de DNA. Assim, o DNA viral contém quantidades
equimolares dos dois isdmeros preditos pela inversdo do segmento US, que diferem apenas na

orientacéo relativa dos dois componentes (FIGURA 2)'**8,
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FIGURA 2 - Estrutura e organizacdo genémica dos herpesvirus.
As linhas representam sequéncias unicas; 0S
blocos representam sequéncias repetidas. O
BoHV-1 possui genoma do tipo D, no qual
apenas a regido curta (US) e flanqueada pelas
regides repetidas invertidas e a regido longa (UL)
é fixada em somente uma direcdo.
Fonte: adaptado de Roizman e Pellet™ por
Delhon®®.

Todos os herpesvirus possuem genes que codificam um grande nimero de
proteinas que estdo envolvidas com o metabolismo dos nucleotideos, sintese de DNA,
transformacdo de proteinas e morfogénese dos virions. Pelo menos 33 das proteinas
codificadas pelos genes do BoHV-1 sdo proteinas estruturais. Destas, 13 estdo relacionadas
com o envelope e dez sdo glicoproteinas (gK, gC, gB, gH, gM, gL, gG, gl, gD e gE)*>*®.

Dentre os dez genes que codificam glicoproteinas de envelope, seis estdo localizados na



regido UL e codificam: gK (UL53), gC (UL44), gB (UL27), gH (UL22), gM (UL10), gL
(UL1) e os quatro restantes sé@o encontrados na regido US e codificam: gG (UL4), gl (US9),
gD (ULS6) e gE (US8) (FIGURA 3)*#*°,
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FIGURA 3 - Organizacdo gendmica do BoHV-1. O genoma se constitui de uma fita
dupla linear de DNA dividida em um Unico segmento longo (UL) e um
curto (US) flanqueado por duas sequéncias invertidas repetidas:
repeticdo interna (IR) e repeticdo terminal (TR). O segmento US pode
apresentar duas possiveis orienta¢fes enquanto que o segmento UL
apresenta predominantemente uma orientacdo (representado pelas
flechas, a flecha pontilhada ilustra que a orientacdo do segmento UL
pode variar em torno de 5%). O genoma inclui dez genes que codificam
para diferentes glicoproteinas: seis estdo localizados no segmento UL e
quatro no segmento US e s&o facilmente identificados na figura pela
letra minuscula g (glicoproteina) seguida da letra mailscula
correspondente a glicoproteina (gX).

Fonte: adaptado de Thiry".

A interacdo entre as glicoproteinas resulta na formacéo de dimeros estaveis, tais
como gH com gL e gE com gl. Alguns destes complexos sdo essenciais para a multiplicacéo
viral e/ou funcionam como receptores para imunoglobulinas. Outros se ligam ao fator C3b do
sistema complemento, interferindo na modulacdo da resposta imune pelo hospedeiro. As
principais glicoproteinas estruturais ou de envelope sdo gB, gC e gD, que possuem grande
potencial imunogénico por serem responsaveis pela interacdo com as células. A gB e a gD séo
as principais proteinas responsaveis pela replicacéo viral, enquanto que a gC, gD, gE, gG, gL

e gH estdo envolvidos na viruléncia?®*®.



As regides do genoma viral que codificam para as glicoproteinas despertam um
interesse especial em pesquisa, tanto pelas importantes fungbes das mesmas, quanto como
alvo do desenvolvimento de testes diagnosticos e de vacinas, haja vista que essas
glicoproteinas localizam-se no envelope viral e superficie (membrana plasmatica) da célula
infectada®***’.

O BoHV-1 apresenta dois ciclos replicativos diferentes, a infeccdo aguda ou
produtiva (ciclo litico) e a infeccdo latente. O ciclo litico ocorre em células totalmente
permissivas a replicacdo nos locais de penetracdo do virus no hospedeiro (epitélios e tecidos
subjacentes) e, provavelmente, também em neurénios, antes do estabelecimento e durante a
reativagdo da infeccéo latente, resultando na producdo de progénie infecciosa’. A infeccdo
aguda pelo BoHV-1 pode resultar em doencas do trato respiratorio (rinotraqueite infecciosa
bovina; IBR), genital (vulvovaginite pustular infecciosa/ balanopostite pustular infecciosa;
IPV/IPB), transtornos reprodutivos (abortamento, retorno ao cio, natimortos), conjuntivite e
infeccdo generalizada em neonatos’ %%,

O BoHV-1 penetra pelas membranas mucosas dos tratos respiratério superior e
genital e realiza uma replicacdo primaria nas células epiteliais locais. Essa replicacdo inicial
provoca o aparecimento dos primeiros sinais clinicos da infeccéo, tais como congestéo local,
presenca de secrecdes e lesbes vesiculares ou erosivas causadas pelo processo de lise celular
decorrente da replicacdo viral. A fase de replicacdo produz altos titulos virais que sao
excretados nas secrecdes, além disso, ha disseminacdo local e sisttmica por viremia —
associada a monacitos e linfocitos, possibilitando a transmissdo vertical e podendo ocasionar
infeccOes fetais e abortos. O virus é excretado em grandes quantidades por até 16 dias em
titulos de até 10’ TCID50 (Tissue Culture Infeccious Dosis 50 - Dose capaz de infectar 50%
dos cultivos celulares), durante a infeccdo aguda atraves de secrecfes respiratorias, oculares e
genitais™8%,

A partir de uma infecgdo primaria, 0 virus penetra via neurdnios sensoriais
periféricos sendo transportado, por fluxo axonal retrégrado, aos ganglios trigémeo ou sacral.
Na infeccdo latente ndo ha producdo de particulas virais infecciosas, 0 genoma do BoHV-1
permanece inativo - sem expressdo génica ou replicacdo - em células neuronais dos ganglios
sensoriais e autondmicos. A laténcia também pode ocorrer em células linféides das amigdalas
e linfécitos do sangue. O virus latente apenas produz as proteinas relacionadas com a laténcia,
que protegem as células infectadas da apoptose’#>%.

A reativacdo viral ocorre apds periodos de imunossupressdo, causados por

situacOes de estresse (transporte, pari¢do, entre outros) ou administracdo de glicocorticoides.



Nestas ocasifes o animal portador pode excretar particulas virais no ambiente e transmitir o
virus para outros animais do rebanho. Animais que apresentam anticorpos contra BoHV-1,
sdo considerados fontes potenciais de infec¢do pois podem atuar como disseminadores virais
uma vez que estéo latentemente infectados”*%.

A transmissdo do BoHV-1 ocorre por contato direto com secre¢des nasais,
oculares e genitais, sémen e anexos fetais de animais infectados ou indiretamente por inalagéo
de aerossois contaminados, sendo o contato direto o mais relevante e comum na
epidemiologia da doenca, principalmente em rebanhos criados intensivamente. A transmissao
transplacentaria também ocorre, mas depende do estado imunoldgico da fémea no momento
da infeccdo. Um animal com infec¢do latente, quando da reativacdo viral, excreta particulas
virais em menor quantidade e por um menor periodo (2 a 7 dias, geralmente). Apesar disso, a
excrecdo viral durante a reativacdo representa uma importante forma de transmissao e
perpetuacdo do virus na natureza’?*%.

As infecgdes respiratorias, casadas pelo BoHV-1.1, podem ocorrer de forma
subclinica, leve ou severa. Os sinais clinicos sdo caracterizados por febre, apatia, anorexia,
dispneia, taquicardia, taquipneia, rinite, mucosa nasal avermelhada (red nose), tosse e
traqueite com secrecgdo fibrinopurulenta, descargas nasais serosas a mucopurulentas, secrecao
ocular e conjuntivite uni ou bilateral, apresentando morbidade de até 100% e baixos indices
de mortalidade (<5%). Entre animais jovens, sujeitos a situacdo de estresse, 0 BoHV-1 é um
dos agentes do Complexo Doenca Respiratéria dos Bovinos. Acomete principalmente
novilhos submetidos ao estresse do desmame, transporte (febre dos transportes) e
confinamento. O curso clinico € rapido, com recuperagdo em aproximadamente dez dias se
ndo houver infecgdes secundérias’*®.

O genotipo BoHV-1.2 est4 associado com doenca genital tanto na fémea (IPV)
guanto no macho bovino (IPB). Os sinais clinicos sdo caracterizados por lesdes vesiculares e
pustulas que ulceram e sdo recobertas por material fibrinoso, localizadas na vulva, pénis e
prepucio de bovinos. A resolugdo das lesdes ocorre em torno de 10 dias. Ambos os agentes,
BoHV-1.1 e BoHV-1.2, apresentam ampla distribuicdo no Brasil, com variagdes de

prevaléncia entre 8 e 829 "%,

I*° no estado da Bahia

O primeiro relato de IBR no Brasil foi feito por Galvéo et a
em 1962. Posteriormente varios estudos comprovaram a disseminacdo da infeccdo no pais.
Em Goiés, a primeira deteccdo de anticorpos contra os herpesvirus bovinos ocorreu no final
da década de 80 do século XX*'. A presenca do virus em animais do Estado foi confirmada

também por estudos posteriores de diferentes segmentos da populagdo bovina (rebanho de



leite, corte, misto)**>*. A soroprevaléncia de anticorpos contra o BoHV-1 varia em cada
regido do Brasil. Na regido Nordeste, a prevaléncia de anticorpos varia entre 56 e 96%,
dependendo do tipo de criacdo analisada e do método diagnéstico utilizado®**. Na regiéo
Centro-Oeste, a soropositividade encontrada nos rebanhos foi de 83% e 51,9%*. No
Sudeste do pais, a ocorréncia de anticorpos contra o virus variou de 14,2 a 87,3% em Minas
Gerais™. Por Gltimo, na regido Sul, foram encontradas variacdes de 18,8 a 64,41% de animais
reagentes para BoHV-1*"4,

A imunidade ao BoHV-1 é robusta, intensa e duradoura. Durante a infeccdo
primaria, ha producdo e liberagdo de interferon (INF-y) e citocinas inflamatorias (interleucina
2, IL-2) pela resposta imune inespecifica do hospedeiro na tentativa de eliminar ou amenizar a
infeccdo viral®. A resposta imune especifica também é ativada na infeccdo primaria, sendo a
imunidade humoral detectada a partir do 7° dia p6s-infeccao e persistindo por varios anos. As
imunoglobulinas detectadas (IgM, IgG e IgA) atingem os maiores niveis séricos a partir do
14° dia pos-infeccdo. Apds esse periodo os niveis de IgM declinam rapidamente enquanto que
o0s niveis de IgG declinam lentamente. A IgA é detectada nas secrecBes nasais e genitai entre
os 4-30 dias pos-infec¢do. Bezerros recém-nascidos adquirem anticorpos ao ingerirem o
colostro, porém, os anticorpos adquiridos apenas amenizam os sinais clinicos da doenca ndo
impedindo a infeccao.

A resposta imune celular pode ser detectada entre os 7-10 dias p6s-infec¢do. Os
linfécitos T (LT) sdo ativados e exercem citotoxicidade apds reconhecimento de epitopos
virais das glicoproteinas gB, gC, gD, gE, gl e gG que se encontram associados a moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) na superficie das células infectadas,
causando lise destas. Linfocitos T CD8+ reconhecem epitopos virais associados a proteinas de
MHC-I e linfocitos T CD4+ a epitopos associados a MHC-11. Além disso, os linfécitos CD4+
contribuem com os linfécitos B na producdo de anticorpos®®*’. O BoHV-1 também pode
causar imunossupressdo no hospedeiro por meio da diminuicdo da expressdao de moléculas
MHC e apresentacdo de antigenos, ocasiona a morte das células T citotoxicas e prejudica a
funcdo e atividade de macrofagos (fagocitose, quimiotaxia) e linfocitos (proliferacéo,
citotoxicidade), com redugdo dos niveis de IL-2. Estes mecanismos favorecem a instalagdo de
outros agentes, com o consequente desenvolvimento de doencas secundarias que contribuem
no Complexo Doenca Respiratdria dos Bovinos™.

O diagnostico presuntivo da infeccdo por herpesvirus € feito por meio do histérico
da propriedade, sinais clinicos e leses observadas ao exame fisico, porém, para confirmar a

suspeita da doenca devem-se realizar exames laboratoriais. Se o animal esta na fase aguda da



doenca devem ser utilizadas técnicas para a detecgdo do virus, antigenos ou DNA. Utilizam-se
as técnicas de imunofluorescéncia (IFA) e imunoperoxidase (IPX) para a identificacdo do
agente viral e ensaio imunoenzimatico (EIE) para a deteccdo de antigenos virais. A detecgédo
pode ser realizada de forma direta em esfregagos celulares, tecidos frescos, congelados ou
incluidos em parafina, ou apds o isolamento em cultivo celular. Essas rea¢fes baseiam-se na
reacéo de anticorpos especificos com o antigeno nas amostras suspeitas™*®4°,

A deteccdo de anticorpos para micro-organismos que estabelecem infeccOes
persistentes, como é o caso dos herpesvirus, indica a condi¢cdo de portador, sendo utilizada
para a deteccdo individual ou condicdo da situacdo do rebanho. A sorologia pode ser realizada
por soroneutralizacdo (SN) ou EIE. Essas técnicas sdo utilizadas em inquéritos soro-
epidemioldgicos, certificacdo de rebanhos para comércio internacional, triagem de
reprodutores destinados a coleta e comercializacdo de sémen, apoio a programas de
erradicacdo e posterior vigilancia, além de fins investigativos em estudos vacinais com
desafio viral. A técnica de SN permite a identificacdo das diferentes fases da infecgdo e a
ativa circulacdo viral no rebanho quando da coleta de amostras e realizacdo de testes
pareados*2.

O controle visa diminuir a incidéncia da infeccdo por BoHV-1 nos animais
susceptiveis dentro do rebanho uma vez que ndo ha tratamento e a infecgdo é persistente nos
rebanhos devido & presenca de animais com infeccéo latente’. Algumas medidas minimizam o
risco de disseminacdo viral dentro do rebanho, como manejo sanitario e nutricional
adequados, desinfeccdo periddica das instalagdes, controle de pragas e imunizacdo dos
animais?®®. De maneira geral, adota-se a estratégia de controle adequada & situagdo
epidemioldgica do rebanho ou do pais. Deve-se realizar uma anélise de custo-beneficio
considerando a prevaléncia, manifestacéo clinica da doenga, o grau de melhoramento genético
dos animais, despesas com exames laboratoriais (sorodiagnostico e identificacdo viral),
vacinacao e descarte de animais infectados antes da implementacéo de programas de combate
a0 BoHV-1°***,

Os rebanhos que apresentam elevado nimero de animais soropositivos, com
evidéncia de infeccdo clinica, sistemas de recria e confinamento que agregam animais de
varias procedéncias e propriedades de compra e venda (animais de varias origens) devem
realizar o controle por meio de vacinacdo continua e regular. Dessa forma a circulacéo viral e
ocorréncia de novos casos diminuirdo. Os rebanhos com auséncia da enfermidade ou com
sorologia negativa devem implementar medidas de biosseguridade para evitar a entrada do

agente etioldgico. Nesse caso, recomenda-se teste e descarte de animais reagentes antes que



sejam introduzidos no rebanho além da realizacdo de testes periddicos para verificar e
eliminar possiveis animais positivos’.

As vacinas destacam-se dentro das medidas de controle por diminuirem a
severidade dos sinais clinicos e a circulacdo viral. Entretanto, ndo impedem a infeccdo por
virus de campo bem como se forem vacinas compostas por virus vivo possibilitam que os
animais vacinados se tornem infectados de forma latente. No Brasil, estdo atualmente
autorizadas para o comércio vacinas contra o BoHV-1 com virus completo, inativado,
atenuado convencional e atenuado mutante temperatura-sensivel (TS)">*>>,

As vacinas inativadas sdo obtidas a partir do virus vivo, inativado por métodos
fisicos ou quimicos. Como o virus é incapacitado de replicar-se nas células do hospedeiro,
elas induzem principalmente a imunidade humoral. Possuem menor eficacia quando
comparadas com as vacinas vivas atenuadas, necessitando de revacinagdes frequentes®,
porém, sdo mais seguras devido a impossibilidade de replicacdo viral no hospedeiro. Por esse
motivo sdo consideradas seguras para fémeas gestantes®. As vacinas inativadas minimizam a
manifestacdo dos sinais clinicos e reduzem a excrecdo viral®®. Além disso, as vacinas
inativadas ndo induzem laténcia e ndo apresentam risco de reversdo da viruléncia ou
recombinacdo genética. Contudo, ndo previnem contra infecgdes posteriores causadas por
virus de campo ou primo-infeccdo em bezerros amamentados com o colostro de vacas
imunizadas durante a gestacao, além da possibilidade de causarem laténcia®>*".

As vacinas anti-BoHV-1 sdo atenuadas pela realizacdo de passagens seriadas do
virus em cultivo celular. A atenuacéo reduz o potencial patogénico do virus, mas mantém sua
capacidade de replicacdo no organismo animal®’. As vacinas atenuadas convencionais
induzem tanto a resposta imune humoral quanto a celular, necessitando da aplicacdo de uma
Unica dose para garantir uma imunidade prolongada. Contudo, ndo sdo totalmente seguras,
pois ha possibilidade de reversdo da viruléncia ja que as mutagdes produzidas na atenuagdo
sdo ao acaso e completamente desconhecidas, com isso ndo se podem prever as ciscunstancias
que ocasionam a reversdo®’. Além disso, podem causar infeccio fetal e abortamento, sendo
descanselhavel a utilizacdo de vacinas atenuadas convencionais em fémeas gestantes e
também podem ocasionar sinais clinicos leves e estabelecer laténcia®"®.

As vacinas temperatura-sensiveis (TS) sdo obtidas a partir do cultivo celular de
variantes virais capazes de replicar sob temperaturas mais baixas que a temperatura do
organismo hospedeiro (geralmente 30-33°C). Essas variantes virais sao incapazes de replicar a
temperatura corporal e, por isso, ndo causam infecgdo sistémica quando administradas ao

hospedeiro. As vacinas TS sdo administradas via intranasal, induzem rapida imunidade na
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mucosa local, sem risco de infeccdo fetal pelo BoHV-1. Como ndo se disseminam via
sistémica, sdo utilizadas contra doenca genital causada pelo BoHV-1 (balanopostite e
vulvovaginite)**’.

As vacinas utilizadas no Brasil sdo incompativeis com programas de erradicacao,
pois ndo permitem a diferenciagéo entre animais infectados (portadores) e animais vacinados.
Nesse sentido, vacinas geneticamente modificadas sdo utilizadas em programas de controle e

1°7. As vacinas

erradicacdo de infeccdes que produzem infecgdes persistentes, como o BoHV-
com marcadores antigénicos — differentiation of infected from vaccinated animals (principio
DIVA), utilizadas em varios paises europeus, mas em fase de desenvolvimento no Brasil',
conseguem fazer essa distingdo soroldgica, porém, a vacinagdo € associada com teste
sorolégico - geralmente um teste ELISA - que detecta anticorpos contra a proteina viral
deletada, mas que esta presente no virus de campo. Ou seja, a deteccdo de anticorpos
especificos contra esta proteina indica que os animais foram infectados com o virus de
Camp057'59'60.

As vacinas para o BoHV-1, utilizando o principio DIVA, sdo produzidas pela
delecdo do gene que codifica a gE®*. Este gene ndo é essencial para a replicacdo viral e o seu

produto, a gE, induz boa resposta imune humoral®

. A vacina glicoproteina E deletada (gE-) €
segura para fémeas gestantes, ndo ocasionando efeitos deletérios nelas e nem em seus fetos®.
Essas vacinas sdao comercializadas acompanhadas do teste diagnostico especifico e sua
utilizacdo possibilita a implantacdo de programas de vacinacdo em areas de risco, sem
prejudicar a perda da condico de rebanho livre ou prejuizo ao transito de animais®".

As vacinas para 0 BoHV-1 disponiveis no mercado brasileiro induzem titulos
contra 0 BoHV-1 abaixo daqueles sugeridos como compativeis com protecdo®. E preciso
melhorar a imunogenicidade e eficacia das vacinas atuais e, simultaneamente, desenvolver
vacinas diferenciais para utilizagdo em programas de erradicacdo. Essa necessidade incentiva
o uso de novas tecnologias para desenvolver novas vacinas virais contra 0 BoHV-1%%%.

O fato € que ndo existe um procedimento padrdo para medidas de controle e
profilaxia das infeccbes causadas por herpesvirus. Cada propriedade estabelece os
procedimentos de acordo com a soroprevalécia e aparecimento de sinais clinicos da doenca. A
disseminagdo do BoHV-1 nos rebanhos de leite e corte de diversas regides do Brasil aliada a
falta de informacdes a respeito de indices reprodutivos e produtivos, utilizando ragas bovinas
adaptadas ou ndo ao nosso clima e ao tipo de manejo zootécnico tem gerado diferentes
condutas entre técnicos e criadores, com relacdo a adocdo de condutas profilaticas para o

BoHV-1%.



11

Nesse sentido, a prospeccdo de epitopos do BoHV-1 por meio da sua interacao
com anticorpos anti-BoHV-1 é uma abordagem alternativa para selegdo de novos antigenos
vacinais e de diagndstico. Esse processo de selecdo in vitro € denominado phage display. Essa
selecdo biologica (biopanning), com utilizacdo de bibliotecas de phage display é uma
metodologia que permite selecionar peptideos ou outras biomoléculas com diversas
finalidades, dentre elas a identificacdo de motivos de ligacdo de receptores bioquimicos,
mapeamento de superficies celulares e teciduais, aplicacbes em gendmica e protedmica,
obtencdo de medicamentos, vacinas e inibidores enzimaticos®™ .

O Phage display foi descrito inicialmente por Smith®" Essa técnica utiliza
bacteriéfagos (virus de bactéria) geneticamente modificados para expressar sequéncias de
peptideos na sua superficie, permitindo ao pesquisador fazer uma varredura em células,
tecidos ou 6rgdos em busca de pares receptores-ligantes’®. Os ligantes sdo os peptideos
identificados que se ligam a receptores presentes no alvo em estudo. Como a informacéo
codificadora da sequéncia do peptideo estd contida no genoma do bacteriéfago, uma Unica
particula viral ligada a superficie de uma célula ou tecido pode ser recuperada por infecgdo
bacteriana, e 0 peptideo responsavel identificado™®. O Phage display permite o estudo das
interacbes moleculares de uma Unica molécula ou célula, sem necessidade de qualquer
conhecimento prévio sobre a natureza da mesma. Essa técnica representa uma poderosa
ferramenta para obtencéo de moléculas com grande potencial de aplicagdo biotecnolégica’™.

Inicialmente, genes que codificam milhGes de proteinas aleatdrias sdo inseridos no
genoma de bacteriofagos gerando uma biblioteca de fagos. Apdés a insercdo os fagos
expressam essas proteinas na superficie viral, fusionadas a uma proteina do capsideo. Uma
maior variedade de peptideos na biblioteca gera uma maior probabilidade de selecdo de fagos
expondo proteinas que interajam como o alvo-ligante’?.

No phage display, a biblioteca de fagos é apresentada as moléculas-alvo, que
geralmente se encontram imobilizadas em suporte solido (placa de imunoensaio, membrana,
microesfera, etc.) (FIGURA 4). InteracOes fracas entre os fagos expressando proteinas e o
alvo sdo desfeitas por lavagens sucessivas, enguanto aqueles fagos que expdem moléculas
com elevada afinidade pelo alvo séo recuperados por eluicdo (FIGURA 4). Estes representam
o resultado da bioprospeccéo™ ™. A eluicéo é feita com a utilizacdo de tampdes 4cidos ou de
elevada forca idnica, que desestabilizam de modo inespecifico interaces entre proteinas’*".

A préxima etapa é amplificar os fagos eluidos em cultivo bacteriano e submete-
los a novos ciclos de sele¢do (ligacéo, eluicdo e amplificacdo) (FIGURA 4). O processo €

monitorado através da titulacdo dos fagos adicionados (entrada) e recuperados (saida) em
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cada ciclo, além da realiza¢do de imunoensaios que confirmam a afinidade de selecdo. De trés
a cinco ciclos séo suficientes para obtencdo de um quantitativo de saida com fagos expondo
moléculas com elevada afinidade pelo alvo-ligante. Col6nias de clones isoladas desse
quantitativo de saida sdo sequenciadas e analisadas quanto a sensibilidade e especificidade, e
eventualmente obtidas na forma ndo fusionada a um fago (solvel), sendo destinados a

diversas aplicactes’®"”.

) LIGAGAO )
EXPOSIGAO ELUICAO AMPLIFICAGAO

NOVO
CicLo

FIGURA 4 - Representacdo esquematica de um processo de selecdo por phage
display. Uma biblioteca de peptideos é exposta ao alvo imobilizado na
placa de microtitulacdo (EXPOSICAO). Fagos contendo peptideos
ligantes sdo selecionados e fagos com baixa afinidade ao alvo sdo
descartados (LIGACAO). Fagos ligantes com alta afinidade ao alvo
s&o eluidos da placa (ELUICAO). Os clones reativos sio amplificados
(AMPLIFICACAO) em Escherichia coli e o processo repetido por
varios ciclos.

Fonte: Adaptado de NEB'®,

Os bacteriofagos (fagos) séo virus da familia Inoviridae, género Inovirus, que
infectam bactérias, tanto gram-negativas quanto gram-positivas’>. Os fagos utilizados no
Phage display séo filamentosos e infectam enterobactérias como E. coli. A utilizacdo de fagos
filamentosos como vetores de clonagem tem como vantagens a estabilidade em ampla faixa
de pH, de temperatura e ainda podem se acumular em elevada concentracdo nas células
bacterianas infectadas sem causar lise as células’ %%

O fago filamentoso mais utilizado em bibliotecas de phage display é o M13
(FIGURA 5). Ele tem uma estrutura em forma de haste flexivel com um genoma circular de
DNA-fita simples de cerca de 6400 bases, envolta em um capsideo composto pelas proteinas
plll, pVI, pVII, pVIIlI e pIX. Embora estas cinco proteinas possam ser utilizadas para

apresentacdo de moléculas, pVI111 e plll séo as mais empregadas para este fim®®%. Embora
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as bibliotecas de peptideos recombinantes fusionados na plll sdo mais indicadas para

descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas com as bibliotecas de

peptideos recombinantes fusionados na pV 111,

AL~
///////////Nm

—.

6nm

f 2000nm :
pVi pIX pVill pVi plll

FIGURA 5 - Representacdo esquematica do bacteriéfago M13. Desenho mostrando
as proteinas constituintes da capa proteica do virus: plll, pVI, pVIII,
pIXepVIl.

Fonte: adaptado de Konthur e Walter®®,

O fago M13 possui uma rapida propagacdo e ndo necessita de selecdo por
antibiético. Além disto, o gene lacZ, incluido neste vetor por Messing®, facilita a selecdo
entre coldnias bacterianas infectadas com fagos de bibliotecas (col6nias azuis) e coldnias ndo
infectadas ou infectadas com fagos selvagens (colonias brancas). O vetor M13 permite a
construcdo e propagacdo de bibliotecas de phage display pelo uso de técnicas padronizadas
para fagos M13. Para pequenos insertos, a biblioteca pode ser amplificada repetidamente com
pouca perda de sequéncias e diversidade® .

As bibliotecas de peptideos randémicos sdo as mais utilizadas. Os peptideos
podem ser expressos em forma linear ou conformacional, e sdo capazes de mimetizar
estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos. Porém, sabe-se que as
imunoglobulinas interagem preferencialmente com epitopos nédo lineares, dessa forma a
introducdo de cisteinas nas extremidades da sequéncia randémica impde ao peptideo uma
conformac&o circular pela formacéo de uma ponte dissulfeto®®%%_ Alem disso, depois de
selecionados, 0s peptideos podem ser sintetizados quimicamente ou clonados e expressos em
um sistema adequado’®#>%.

As bibliotecas de peptideos comerciais constituem-se de monémeros (-mer)

compostos por 7 ou 12 residuos de aminoacidos, que apresentam uma complexidade de 2



14

bilhdes de clones independentes. As bibliotecas de sete aminoacidos lineares (7-mer) e sete
aminoécidos flanqueados por cisteinas (C7C-mer) apresentam aproximadamente 1,28x10°
possiveis sequéncias enquanto que as bibliotecas compostas por doze residuos lineares (12-
mer) apresentam aproximadamente 4,1x10* sequéncias. Além disso, elas contém uma
sequéncia ligante curta (Gly-Gly-Gly-Ser) entre o peptideo exposto e a pl117%,

Os peptideos selecionados por meio da técnica de phage display a partir de
epitopos naturais possuem pelo menos dois usos. Primeiramente, como mimetopos, ou seja,
peptideos que ndo se assemelham ao ligante natural, porém mimetizam o epitopo natural. As
similaridades fisico-quimicas, de organiza¢do conformacional tridimensional ou de sequéncia
linear possibilitam esse mimetismo®. Os mimetopos possuem as mesmas propriedades
imunogénicas do determinante que deu origem a especificidade do anticorpo em questdo e
podem, portanto, ser destinados a aplicacdes de diagnéstico® e terapéutica®™. A segunda
utilizacdo de peptideos identificados a partir de epitopos naturais seria como componente de
vacinas sintéticas. Nesse caso, somente aqueles peptideos antigénicos seriam Uteis no
desenvolvimento de preparados vacinais, uma vez que, os anticorpos produzidos contra estes
mimetopos devem reconhecer o epitopo natural do patdgeno real®®.

Considerando as perdas econémicas causadas em rebanhos com BoHV-1, assim
como a possibilidade de embargo comercial pela presenca destes patdgenos e a importancia
econdmica da bovinocultura no Estado de Goias e no Brasil, a pesquisa e o desenvolvimento
de tecnologias e produtos relacionados ao diagnéstico ou controle (vacinas) do BoHV-1 tem
uma importancia estratégica para a manutencdo da qualidade da pecuaria leiteria e de corte
em nossa regido, garantindo abertas as fronteiras para a exportacdo, cada vez mais exigentes
quanto a qualidade sanitaria dos animais.

Dessa forma este estudo concentrou-se em identificar dentro de uma biblioteca
comercial apresentada em fagos, peptideos mimetopos reativos a anticorpos produzidos por
animais naturalmente infectados pelo BoHV-1. Os objetivos especificos foram: purificar
anticorpos por meio da cromatografia de afinidade em coluna de Shepharose imobilizada com
antigenos totais do BoHV-1; selecionar peptideos miméticos a antigenos totais de BoHV-1
utilizando bibliotecas de phage display; sequenciar, caracterizar e avaliar o potencial para o

diagnostico da infeccdo pelo BoHV-1 dos mimetopos selecionados.
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CAPITULO 2 - PROSPECCAO E CARACTERIZACAO DE PEPTIDEOS
RECOMBINANTES MIMETICOS AANTIGENOS TOTAIS DE
HERPESVIRUS BOVINO 1 POR MEIO DE PHAGE DISPLAY

RESUMO

Neste estudo a tecnologia de phage display foi utilizada para selecionar novos antigenos
mimetopos de glicoproteinas do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e que apresentam potencial
para uso em vacinais e diagndstico. Foi realizado um biopanning a partir de uma biblioteca de
peptideos randdmicos e lineares composta de 12 residuos de aminoacidos fusionada a plll de
fagos M13, contra IgGs especificas para o BoHV-1, purificadas em coluna de cromatografia
por afinidade — Sepharose, a partir de bovinos soropositivos. Foram feitos trés ciclos de
selecdo e amplificacdo para o enriquecimento dos alvos ligantes (peptideos) aos anticorpos
anti-BoHV-1. A reatividade do pool de clones selecionados foi confirmada por EIE
demonstrando a eficiéncia da selecdo a partir dos anticorpos especificos. Um total de 44
clones foi isolado e as sequéncias de aminoacidos dos peptideos foram determinadas pelo
sequenciamento. Para avaliacdo da especificidade individual, realizou-se o ELISA dos clones
mais frequentes, tendo como controle o fago M13 sem peptideo. A versatilidade do phage
display e sua robustez permitiram o screening de trés peptideos (B, C e E) com afinidade por
anticorpos anti-BoHV-1. Os peptideos fusionados aos fagos também foram avaliados quanto
ao seu poder imunogénico para a formulagdo de vacinas baseada em mimetopos de antigenos
virais. Nos testes de imunizacdo em coelhos, os trés peptideos induziram a producdo de
anticorpos especificos, porém, estes ndo foram capazes de neutralizar a lise celular ocasionada
pelo BoHV-1 em placa. De acordo com os resultados dos imunoensaios um dos peptideos (E)
apresentou potencial de utilizagdo como reagente para o diagndstico viroldgico por ensaio
ELISA-fago, que discrimina amostras de soro positivas e negativas para 0 BoHV-1.

Palavras-chave: biopanning, phage display, diagnostico, herpesvirus bovino, biblioteca de
peptideos, mimetopos
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ABSTRACT

In this study we used the phage display and biopanning technology to select new antigens that
are glycoprotein mimotopes of bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and which have potential
for use in vaccines and diagnostics. We performed a selection using a linear random peptide
library consisting of 12 amino acid residues fused to the protein Il of M13 phage against
BoHV-1 specific 1gGs, purified by affinity chromatography - Sepharose column. There were
three rounds of selection and amplification for the enrichment of target ligands (peptides) of
anti-BoHV-1 antibodies. The reactivity of the pool of selected clones was confirmed by EIE,
showing the efficiency by selection of specific antibodies. A total of 44 clones were isolated
and the amino acid sequences of the peptides were determined by sequencing. In order to
evaluate the serum reactivity of the pepitides, phage-ELISAs of the most frequent clones were
performed. The wild-type phage M13 (Wt) was used as a negative control. The versatility and
robustness phage display screening allowed three peptides (B, C and E) with affinity for anti-
BoHV-1 antibodies. The peptides fused to the phage were also evaluated for their
immunogenic power for the development of vaccines based on mimotopos of viral antigens.
Immunization of rabbits with the peptides induced specific production of serum antibodies,
but they were not able do neutralize BoHV-1 cell lysis. According to the results of
immunoassays, the peptide (E) shows potential to their use as reagent for a virological
diagnostic phage-ELISA assay, which discriminates positive and negative BoHV-1 serum
sample.

Keywords: biopanning, phage display, diagnosis, bovine herpesvirus, peptide library,
mimotopes



25

1 INTRODUCAO

O herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) pertence ao género Varicellovirus, subfamilia
Alphaherpesvirinae dentro da familia Herpesviridae. Os membros dessa subfamilia
caracterizam-se por apresentar ciclo de replicacdo curto, rapida dissemina¢do em células de
cultivo, amplo espectro de hospedeiros e capacidade de estabelecer infecgdes latentes em
ganglios sensoriais. O estabelecimento e a reativacdo de infeccdes latentes permitem a
manutencdo e disseminacéo desses agentes no rebanho*?.

O BoHV-1 é um dos principais patdgenos de bovinos, sendo responsavel por
grandes prejuizos econdmicos a exploracdo pecuéria. Clinicamente, as infec¢des pelo BoHV-
1 manifestam-se sob formas distintas, entre as quais se destacam a respiratoria (rinotraqueite
infecciosa bovina, IBR), genital (vulvovaginite pustular infecciosa/balanopostite pustular
infecciosa, IPV/IPB), abortamentos e outros transtornos reprodutivos, conjuntivites e infeccéo
generalizada em neonatos. A infec¢do pelo BoHV-1 tem distribuicdo mundial, com excecéo
de alguns paises europeus que erradicaram a infeccdo, e sdo responsaveis por perdas
econdmicas produtivas e reprodutivas*.

O BoHV-1 figura na lista da Organizac&o Mundial de Satide Animal (OIE)® como
patdégeno de significante interesse socioecondmico para o comércio de animais e produtos
animais, imprimindo restricdes ao comércio internacional de animais vivos ou seus
subprodutos - sémen, embribes e produtos de biotecnologia - previstos no Cddigo
Internacional de Satde Animal®>. N&do existe um procedimento padrdo para medidas de
controle e profilaxia das infeccBes causadas por herpesvirus, sendo comum a utilizacdo de
vacinas para prevencdo da manifestacdo de sinais clinicos por meio da inducéo da producéo
de anticorpos pelo organismo do animal. As vacinas comercializadas no Brasil — compostas
por virus completo, inativado ou atenuado convencional e atenuado mutante temperatura-
sensivel (TS), sdo incompativeis com programas de erradicacdo, pois ndo permitem a
diferenciacdo entre animais infectados (portadores) e animais vacinados. Ja as vacinas com
marcadores antigénicos conseguem fazer essa distincdo quando associadas com teste
soroldgico que detecta anticorpos contra a proteina viral deletada, porém, a utilizacdo dessas
vacinas geneticamente modificadas é inviavel no Brasil devido a custos altos®’.

A selecéo de epitopos por meio da sua interacdo com anticorpos especificos pode
ser uma abordagem alternativa para selecdo de novos antigenos com potencial para uso em
vacinas e diagnostico. Neste contexto, o phage display, bibliotecas de peptideos apresentados

na superficie de fagos, ¢ uma ferramenta importante para a selecdo de mimetopos baseada na
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afinidade de ligacdo a uma molécula alvo por um processo de selecéo in vitro denominado
biopanning. O biopanning é realizado pela incubacéo da biblioteca de peptideos contra um
alvo imobilizado em um suporte solido (placas de microtitulacdo, beads, membranas, etc.).
Apobs varios ciclos de selecdo, os clones individuais séo caracterizados por sequenciamento de
DNA e/ou imunoensaios®*2,

Objetivou-se selecionar peptideos miméticos com alta afinidade por anticorpos
anti-BoHV-1 a partir de uma biblioteca comercial de peptideos recombinantes apresentados

em fagos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Soroteca bovina

Foram utilizadas 50 amostras de soro bovino, das quais 25 eram positivas para
anticorpos anti-BoHV-1 e as outras 25 eram negativas, todas foram previamente testadas por
ELISA kit commercial da IDEXX (Bovine Rhinotracheitis virus antibody test Kit,
HerdChek®, IDEXX). As amostras sdo parte da soroteca bovina conservada em freezer a -
20°C, que se encontra no Laboratério de Virologia Animal (IPTSP).

2.2 Cepa viral e titulacdo

Os procedimentos de multiplicacdo e manutengdo do BoHV-1 (Virus de
referéncia Los Angeles - L.A.)*® foram realizados no laboratério de Virologia Animal no
Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica (IPTSP/UFG). As amostras de virus foram
multiplicadas em células “Madin-Darby bovine kidney” (MDBK) cultivadas em meio minimo
essencial de Eagle (MEM-Sigma®) suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 6% e
antibidticos usuais (penicilina e estreptomicina) em estufa com ambiente de 5% de CO,, a
37°C.

O virus foi titulado através de diluicdes na razdo de 10 (10 a 10™%), sendo que
cada diluicdo foi colocada em quatro orificios de uma placa de microtitulacdo (Maxisorp —
Nunc — Sigma-Aldrich®) onde foi adicionada suspensdo de células. O titulo viral (1 TCID50)
foi estabelecido pela mais alta diluicdo que apresentou efeito citopatico (ECP) em pelo menos

50% dos orificios ap6s 72 horas de incubacdo a 37°C e 5% de CO,, sendo este acrescido de
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0,25 correspondente a cada orificio a mais em que houve ECP, de acordo com o método de
Spearman-Karber*. Posterior & titulacdo, foi definida a diluicdo que continha 100TCID50,

dose que foi usada na soroneutralizacio segundo House e Baker™.
2.3 Selecdo com a biblioteca de peptideos
2.3.1 Purificacdo das imunoglobulinas provenientes dos soros bovinos

A purificacdo de 1gGs dos soros bovinos positivos foi realizada por cromatografia
em coluna de afinidade Sepharose-BoHV-1. Para estabilizacdo da coluna, a fase sélida foi
lavada duas vezes com tampao de ligacdo (PBS pH 7.2, com 0,2% de azida sddica). Alicotas
(3 mL) do pool de soro bovino, feito com amostras de soro positivas para anticorpos Anti-
BoHV-1, previamente diluidas no tampdo de ligacdo, foram submetidas a cromatografia e
imobilizadas por afinidade ao virus (BoHV-1 L.A.)) ligado na sepharose. Apés Varias
lavagens com o tampdo de ligacdo, os anticorpos foram eluidos com tampdo de eluicdo
(Glicina 1M, pH 2,6; contendo 0,2% de azida sodica) e coletadas fragdes de 1000 uL em
microtubos contendo 100 uL de tampé&o de neutralizagdo (Tris 1M, pH 8,5; NaCl 1,5M). As
IgG’s negativas foram purificadas em coluna de proteina A, G e L nas mesmas condicdes das
lgGs positivas. O protocolo seguiu as instrucdes do fabricante da resina Sepharose® 4B
(Sigma-Aldrich®).

As fragdes coletadas passaram por dialise contra PBS 1X e a solucdo foi filtrada
em filtro Milipore 0,22 um, para obtencdo do anticorpo purificado e as amostras foram

quantificadas pelo método de Bradford*®.
2.3.2 Avaliacdo da qualidade das imunoglobulinas purificadas em gel SDS-PAGE

A qualidade e pureza das fracGes de anticorpos foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (16%). As amostras foram solubilizadas em
tampé&o de amostra (SDS 1%, Tris 1% pH 6,8, azul de bromofenol a 0,02% e glicerol 20%). A
eletroforese foi realizada em temperatura ambiente com tampdo superior (Tris base 0,1M;
Glicina 0,1M e SDS 0,1%), e com tampéo inferior (Tris-HCI 0,2 M, pH 8,9), na voltagem de
100V. Apos a corrida, o gel foi corado na solugdo de Coomassie-blue para a visualizagdo das

cadeias leve (25 kDa) e pesada (50 kDa) das imunoglobulinas do bovino. O marcador de peso
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molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific®) foi

aplicado no gel para comparagdo com as amostras'’*®.

2.3.3 Selecdo Bioldgica (Biopanning)

Para esse ensaio utilizou-se uma biblioteca de peptideos de doze residuos de
aminoécidos (Ph.D.™® Phage Display Peptide Library Kit — New England Biolabs®),
possuindo uma complexidade de mais de dois bilhdes de clones independentes. Os
procedimentos foram realizados seguindo 0 mesmo protocolo previamente descrito pelo
fabricante do Kkit.

Aproximadamente 15 pg de IgG purificada do pool de soro positivo para o
BoHV-1 foram colocados em 3 pocos de uma placa de microtitulacdo (Maxisorp - Nunc®) e
incubados a 4°C em camara Umida overnight. Ap6s a incubacdo, a solucdo de IgG foi
descartada e a placa blogqueada com 250 pL de um tampdo de bloqueio (0.1 M NaHCO3, pH
8.6, 5 mg/mL BSA) por 2 horas a temperatura de 4°C. O tampdo de bloqueio foi retirado e a
placa lavada seis vezes com TBST (50mM Tris-HCI pH 7,5; NaCl 150mM, 0,1% de Tween-
20), para retirada dos anticorpos néo ligantes.

Dez microlitros da biblioteca de peptideos original (aproximadamente 2x10°
fagos) foram diluidos em 100 pL TBST (0.1% Tween-20) e acrescentados no po¢o da placa e
mantidos sob agitacdo por 1h a temperatura ambiente. ApGs o periodo de incubacdo, o
sobrenadante contendo os fagos ndo ligados foi desprezado e o orificio lavado seis vezes com
solucdo TBST (0,1% Tween-20). Os fagos ligados a IgG purificada foram eluidos com o
tampéo de eluic¢do (0,2 M glicina-HCI, pH 2,2, contendo 1 mg/mL albumina de soro bovino-
BSA) por 10 minutos sob agitacdo a 4°C. O eluato foi transferido para microtubos e
neutralizado com 15 pl do tampéo de neutraliza¢do (1M Tris-HCI, pH 9,1).

Aliquotas dos fagos eluidos foram utilizados para a primeira titulacdo, conforme
descrita no item 2.3.4. O eluato remanescente contendo fagos foi utilizado para a amplificacao
pela infecgdo em Escherichia coli-ER2738 e posteriormente sendo titulados. Este valor da
titulagdo foi utilizado para calcular um volume de entrada correspondente para o titulo de
entrada inicial no préximo ciclo (2x10° fagos).

Uma nova sensibilizacdo da placa foi feita utilizando 15 pg de anticorpo
purificado e incubados a 4°C em camara Umida overnight. A placa foi bloqueada com 250 pL
de um tampéo de blogueio (0,1M NaHCOg; pH 8,6; 5 mg/mL BSA) por 2 h a temperatura de
4°C. Foi lavada seis vezes com TBST (50mM Tris-HCI pH 7,5; NaCl 150mM, 0,1% de
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Tween-20). O eluato amplificado da biblioteca de peptideos titulado no primeiro ciclo foi
adicionado aos pogos e mantido sob agitacdo por 1h a temperatura ambiente. Fagos ndo
ligantes foram removidos pela lavagem dos orificios da placa por dez vezes com TBST (0.1%
Tween-20) no primeiro ciclo de selecdo e nos ciclos subsequentes com TBST (0.5% Tween-
20). Os fagos ligantes as IgG’s purificadas foram eluidos com 100 uL do tampéo de eluicéo
(0,2 M glicina-HCI; pH 2,2; contendo 1 mg/mL BSA) por 10 min a temperatura ambiente e
imediatamente neutralizados com 15 pL do tampdo de neutralizagdo (1M Tris-HCI, pH 9,1).
Aliquotas dos fagos eluidos foram utilizadas para a determinacdo do titulo e o eluato
remanescente, contendo fagos, utilizado para a reamplificagdo, pela infeccdo em E. coli
ER2738 segundo protocolo descrito no Kit (Ph.D.™? Phage Display Peptide Library Kit®).
Para o enriquecimento dos fagos contendo os peptideos ligantes foram feito trés ciclos de

selecdo (biopanning).
2.3.4 Titulacéo dos fagos

Para as titulacGes dos eluatos ndo amplificados dos trés ciclos de selecdo, foram
realizadas quatro diluicdes seriadas (10™ até 10™) utilizando 1 pL dos fagos (eluato) diluidos
em 9 uL de meio de cultura Luria-Bertani (LB - 10 g de Bacto-Triptona, 5 g de extrato de
levedura, 5 g de NaCl) com tetraciclina. Em cada diluicdo foram acrescentados 200 uL de E.
coli ER2738, crescida em meio LB (fase mid-log, DO 600~0,5), e um volume de 3 mL de
TOP Agar pré-aquecidos (meio LB acrescido de bacto-agar ou agarose, 7 g/L) que foram
colocadas na superficie de placas de Petri com meio LB sdlido contendo X-gal (b-
galactosidase chromogenic substrate) (40 pug/ml) e IPTG (isopropil b-D-tiogalactoside) (0.5
mM).

As placas foram incubadas invertidas a 37°C overnight. As coldnias que
apresentaram cor azul demonstram a hidrolise do substrato X-Gal e a expressao do gene da f3-
galactosidase (lacZ) dos fagos pelas bactérias ER2738. Os titulos de entrada e saida para
todas as dilui¢gdes (nimero de coldnias azuis x fator de diluicdo) foram obtidos pela contagem
dessas colbnias azuis. Os resultados foram expressos por ufp/uL (unidades formadoras de
placa por pL).

Os eluatos amplificados e ndo amplificados foram titulados seguindo o mesmo
protocolo descrito para titulagdo. Apenas diferem as diluicbes para titulacdo dos fagos
amplificados, que variam de 10 a 10,
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2.4 Caracterizacdo dos clones (peptideos)
2.4.1 Extracdo de DNA dos fagos

A obtengdo de DNA de bacteriéfagos filamentosos foi realizada segundo
protocolo descrito pelo fabricante utilizando o Kit Ph.D** Phage Display Peptide Library®.
Colbnias azuis obtidas dos trés ciclos de selecdo foram transferidas separadamente das placas
de meio sélido para microtubos e crescidas em meio LB liquido por 5 horas. Os tubos foram
centrifugados por 30 segundos a 14000 rpm e o sobrenadante transferido para um novo tubo
estéril. Os fagos foram precipitados com uma solucdo de polietilenoglicol e cloreto de sddio
(PEG 20% /NaCl 2,5M) e sua capa protéica rompida pela adi¢cdo de iodeto de sodio 4M,
sendo o DNA liberado para posterior precipitacdo e purificacdo com etanol. A qualidade e

quantidade do DNA fita simples foram verificadas em gel de agarose a 0,8 %°.
2.4.2 Sequenciamento e analise em bancos de dados protéicos

O sequenciamento do DNA do fago foi realizado utilizando o DyEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (GE®) utilizando o sequenciador automético capilar
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences®). Para a reagdo do sequénciamento foi utilizado o
iniciador 5° CCCTCATAGTTAGCGTAACG 3", que flangueia a regido dos peptideos
randdémicos fusionado a superficie dos fagos.

A sequéncia de nucleotideos foi traduzida em sequéncia de aminoacidos (3’5’

Frame 1) utilizando o software ExPASy Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/).
2.5 Analises da reatividade dos clones por ensaio imunoenzimatico (Phage-ELISA)
2.5.1 Amplificagéo dos clones para os imunoensaios

Para o protocolo de amplificacdo dos fagos que foram submetidos aos ensaios
imunoenzimaticos realizados, uma colbnia de E. coli ER2738 foi inoculada em 20 mL de
meio LB com tetraciclina e incubada sob agitacdo a 37°C overnight.

No dia seguinte, a cultura foi diluida em meio LB autoclavado na propor¢do de
1:100 e um volume de 20 mL distribuido em 5 tubos esterelizados. O volume de 5 pl das

amostras stock dos clones selecionados e do fago M13 foi adicionado separadamente em cada
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tubo contendo meio de cultura, e incubados a 37°C sob agitagdo constante e vigorosa por 5
horas. Apos esse periodo, as culturas foram transferidas para tubos Falcon e centrifugadas a
12.000 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos
(descartando o pellet formado), onde foi acrescentado 1/6 do volume de uma solucéo de PEG
20%/NaCl 2,5M. Esta mistura de amostras do sobrenadante com PEG/NaCl foi mantida em
repouso overnight a 4°C.

Apdbs o periodo de precipitacio em geladeira os tubos foram centrifugados a
12.000 g por 15 minutos a 4°C, os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos
ressuspendidos em 1 mL de TBS (50mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl). Os sedimentos
ressuspendidos foram transferidos para microtubos e submetidos a nova centrifugacédo
(14.000 rpm/5 minutos/4°C) para a retirada de residuos celulares. O sobrenadante foi
trasnferido para novos microtubos e reprecipitado com 1/6 do seu volume com PEG/NaCl
seguido por incubacdo em gelo entre 15 a 60 minutos.

Uma nova centrifugacdo foi realizada ap6s a incubacdo em gelo (14.000 rpm/10
minutos/4°C) e o precipitado ressuspendido em 50 ul de TBS. Aliquotas dos fagos
amplificados foram utilizadas para a determinacéo do titulo pela infeccdo em E. coli ER2738

no subitem 2.3.4 deste material.

2.5.2 Fago selvagem

Como controle negativo das reaces nos ensaios imunoenzimaticos foi utilizado o
fago M13KE (New England BioLabs®). Esse fago é usado como controle ou para titulacdo
dos estoques de fagos por ndo apresentar peptideo fusionado na plll do capsideo viral. Os
procedimentos de amplificagdo, precipitacdo e dosagem para o fago selvagem foram os

mesmos utilizados para os fagos selecionados com as bibliotecas.

2.5.3 Phage-ELISA

Os clones foram testados por ELISA in-house para verificar a reatividade com um
pool de amostras de soro bovino positivas para anticorpos anti-BoHV-1 (25 amostras),
previamente testadas pelo ELISA comercial. O fago sem inserto foi usado como controle
negativo (M13). O valor do ponto de corte foi definido arbitrariamente como sendo duas
vezes o valor da densidade Otica (OD) obtida com fago M13. Valores maiores que um (01)

foram considerados positivos.



32

Placas de alta afinidade (UltraCruz ELISA Plate, Santa Cruz Biotechnology®) de
96 pocgos foram adsorvidas com 1 uL de cada clone/pool diluido em 49 uL de tampéo
carbonato-bicarbonato. Como controle negativo utilizou-se o fago M13. O teste foi realizado
em duplicata. A placa foi incubada overnight a 4°C, em camara Umida. No dia seguinte,
desprezou-se o contetdo dos pogos, acrescentando 100 ul/poco de solucdo de bloqueio
(Tampéo carbonato-bicarbonato/5% leite em p6 desnatado), seguido por incubacéo a 37°C/2h
em repouso. Depois do blogueio e ap0s desprezar o contedo dos pocos as placas foram
lavadas uma vez com PBS 1X pH 7,4.

As amostras de soro foram diluidas a uma proporcdao de 1:20 em solucdo de
blogueio. Adicionou-se 50 pL/poc¢o dos soros diluidos, seguido por incubagdo a 37°C por um
periodo de duas horas. Apoés esta etapa, as placas foram lavadas seis vezes com PBST 0,05%,
e incubadas a 37°C por 1 hora com anti-lgG bovino conjugado com peroxidase na propor¢ado
de 1:5000 (Sigma®) em solucdo de PBS 1X com 1% de leite em p6 desnatado. Ao final da
incubacdo, as placas foram novamente lavadas seis vezes e reveladas pela adigdo de 50
uL/poco do substrato (H,O, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em tampéo
Citrato 0,1M pH 5,0). A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido sulfarico 4N e a
densidade ética (DO) foi obtida por leitura em espectrofotdémetro no comprimento de onda de
492 nm.

Um segundo ELISA foi feito com dois pools de soro bovino, um composto por 25
amostras negativas e outro por 25 amostras positivas para anticorpos anti-BoHV-1. Neste
imunoensaio, realizado nas mesmas condi¢es do anterior, o ponto de corte foi calculado
como sendo a média das OD’s do pool de soro negativo mais 3 vezes o desvio padrdo das
OD’s dos mesmos. O valor do indice de ELISA (IE) foi calculado de acordo com a formula:
IE = OD amostra/OD cut off. Amostras com IE > 1.0 foram consideradas positivas. Apenas 0s
fagos que apresentaram maior reatividade com o pool de soros positivos para BoHV-1 (25
amostras), e nao reativos com o pool de soros dos animais negativos (25 amostras), foram
selecionados para a ultima etapa dos imunoensaios.

O terceiro e Ultimo ELISA foi realizado apenas com os clones individuais que
obtiveram melhores desempenhos no ELISA anterior. Para este imunoensaio utilizou-se 32
amostras de soro individuais, sendo 16 amostras positivas e 16 amostras negativas para o
BoHV-1. Os clones especificos e individuais foram amplificados e titulados nas mesmas
condigdes descritas no subitem 2.6.3. O teste T de Student, realizado com o programa
“GraphPad Prism for Windows”, Versdo 5.00%, foi utilizado para determinar a diferenca

entre 0s Soros positivos e negativos "2,
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2.6 Imunizacéo de coelhos com os peptideos selecionados

Foram utilizados dez coelhos da raca Nova Zelandia, adultos, machos, saudaveis,
com peso entre 3,0 e 4,0 kg. Os animais foram mantidos no Coelhario da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da UFG, alojados em gaiolas individuais, sob condi¢Ges adequadas de
espaco fisico (minimo de 0,36 metros quadrados de area de piso/animal, 36 centimetros de
altura), temperatura (entre 16 e 22°C), bem como &gua a vontade e ra¢do comercial de acordo
com as recomendacgdes do fabricante (200 g/animal/dia). A metodologia utilizada nesse
projeto foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Goias, conforme protocolo n° 20/2012 (ANEXO 1).

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais, cada
grupo com dois coelhos (QUADRO 1). Foram realizadas quatro imunizag6es, todas por via
subcutéanea, e o soro dos animais foi coletato nos momentos zero (0) (antes da 1% imunizacéo),
14 dias (antes da 2%), 28 dias (antes da 3%), 42 dias (antes da 4%) com a ultima coleta de soro
apos sete dias da 42 e Gltima imunizacdo (QUADRO 1)?!. Apés contencéo fisica do animal em
decubito lateral, um total de 5 mL de sangue era coletado pela puncédo da veia safena.

QUADRO 1 - Grupos experimentais (letras mailsculas) para imunizacdo com dois coelhos
cada (numeros apds as letras) e seus respectivos indculos.
Grupos? Al A2 Bl B2 C1 C2 D1 D2 El E2

In6culo PBSP Adjuvante® Vacina Adjuvante +  Adjuvante +
+M13¢ comercial E® B/C®

%Grupo A: Coelho 1 e Coelho 2, [...], Grupo E: Coelho 1 ¢ Coelho 2; "Solucdo salina
fosfatada; “Adjuvante incompleto de Freund; ‘Fago selvagem sem inserto; °B/C/E: fagos
selecionados com clones de peptideos deste estudo.

Os indculos de peptideos foram previamente preparados com o adjuvante de
Freund incompleto (Santa Cruz Biotechnology®), utilizando-se de 50 pL a uma concentragdo
de 10" ufp/mL dos peptideos escolhidos homogeneizados com volume igual do adjuvante.
Como controle negativo, dois animais foram imunizados com fago M13 na mesma dose com
0 objetivo de avaliar a resposta frente as proteinas do bacteriéfago sem a influéncia do
peptideo teste.

A vacina comercial “IBR-BVD” (Hertape Calier®) foi utilizada como controle

positivo de imunizagdo. Ela é composta pelo herpesvirus bovino (BoHV-1 - Colorado) e virus
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da diarréia viral bovina (BVDV - NADL e BVDV - Nova lorque), ambos inativados. Apesar
de ser indicada para a prevencdo da IBR/BVD nas espécies bovinas, a vacina foi utilizada
porque os coelhos sdo susceptiveis a infeccdo pelo herpesvirus bovino e em condicGes
experimentais desenvolvem enfermidade neurologica aguda fatal, apds contato com o
pat6geno®.

Devido ao nimero experimental reduzido de animais, optou-se por imunizar um
dos grupos (E) com dois peptideos juntos (clones B+C), o inoculo preparado continha

quantidades iguais de cada clone.

2.6.1 Andlise da reatividade dos soros de coelhos imunizados com os peptideos

selecionados em ensaio imunoenzimatico

Para verificar a reatividade das amostras de soro dos coelhos imunizados com 0s
peptideos selecionados anteriormente foi realizado o ELISA. Como controle negativo,
utilizou-se o soro de dois animais imunizados com fago M13 com o objetivo de avaliar a
resposta frente as proteinas do bacteriéfago sem a influéncia do peptideo teste. Como controle
positivo utilizou-se o soro de dois animais imunizados com a vacina comercial “IBR-BVD”
(Hertape Calier®), de forma que a placa de ELISA foi sensibilizada com virus L.A. (controle
positivo).

Placas de 96 pocos foram adsorvidas com 1 uL de cada clone diluido em 49 uL de
tampdo carbonato-bicarbonato (concentragdo final 1 pg/pL), a mesma concentragcdo foi
utilizada para o controle negativo. Para o controle positivo a placa foi sensibilizada com uma
suspensdo viral de BoHV-1 na proporcdo de 1:2,5 em tampéo carbonato-bicarbonato. O teste
foi realizado em triplicata. A placa foi incubada overnight a 4°C, em cadmara umida. No dia
seguinte, desprezou-se 0 conteldo dos pocos, acrescentando 100 ul/pogo de solucdo de
bloqueio (Tamp&o carbonato-bicarbonato/5% leite em p6 desnatado), seguido por incubacao a
37°C/2h em repouso. Depois do blogueio e apds desprezar o conteudo dos pocos, as placas
foram lavadas uma vez com PBS 1X pH 7,4.

As amostras de soro, previamente inativadas a 56°C durante 30 minutos, foram
diluidas a uma proporcdo de 1:50 em solucdo de bloqueio utilizando-se de 50 plL/pogo,
seguido por incubacgéo a 37°C por um periodo de duas horas. Apdés esta etapa, as placas foram
lavadas seis vezes com PBST 0,05%, e incubadas por 1 hora a 37°C com anti-IgG de coelho
marcado com biotina na proporcéo de 1:5000 (Sigma®) em solucio de PBS 1X com 1% de

leite em pd desnatado. A placa foi lavada seis vezes com PBST 0,05%, e foram adicionados
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50 pL/pogo de streptavidina conjugada a peroxidase diluida 1:80000, em solucéo de PBS 1X
com 1% de leite em pd desnatado e incubadas por 1 hora a 37°C. Ap0s esta etapa, as placas
foram lavadas e a revelacdo ocorreu pela adi¢do de 50 pL/poco do substrato (H2O, 0,03% e
orto-fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em tampdo Citrato 0,1M pH 5,0). A reacdo foi
interrompida pela adi¢do de acido sulfurico 4N e a densidade otica (DO) foi obtida por leitura
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm.

A analise de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste de Tukey foi utilizada para
verificar a diferenca entre as imunizac@es, utilizando o programa “GraphPad Prism for

Windows”, “Version” 5.00%. O resultado foi considerado significativo quando o p < 0,05.
2.6.2 Soroneutralizacao

A deteccéo de anticorpos soroneutralizantes para BoHV-1 foi realizada de acordo
com a técnica de soroneutralizagdo (SN) descrita por House e Baker™. Ap6s prévia inativacéo
a 56°C/30 minutos, diluicbes dos soros dos coelhos (1:2 a 1:128), realizadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM, SIGMA®, EUA), foram distribuidas em microplacas
de 96 cavidades e incubadas com a diluicdo equivalente a 100 TCID50 do prototipo L.A. de
BoHV-1 (v/v). Ap6s incubagdo por uma hora a 37°C, uma suspensdo de 3 x 10° células
MDBK em meio DMEM 50 pL/cavidade foi adicionada e as placas incubadas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO; por trés dias (com leituras as 24, 48 e 72 horas).

Em todas as microplacas, foram feitos controles de célula, de virus e de
citotoxicidade dos soros com o objetivo de evitar resultados falsos. As amostras foram
consideradas positivas para a presenca de anticorpos contra 0 BoHV-1, quando havia inibigéo
de lise celular a partir da diluicdo 1:4%. O titulo de anticorpos foi dado pelo inverso da Gltima
diluicdo na qual ndo houve ECP, ou seja, onde houve neutralizacdo do virus pelos anticorpos.
A leitura foi realizada em microscopio de campo invertido Zeiss modelo Telaval 31 (aumento
de 5X).
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3.1 Selecéo com a biblioteca de peptideos
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As imunoglobulinas foram purificadas do pool de soros de bovinos positivos para

anticorpos anti-BoHV-1, com utilizacdo da coluna de cromatografia por afinidade -

Sepharose. O rendimento das IgGs foi de aproximadamente 5,1 mg/mL, e a amostra

caracterizada parcialmente quanto a pureza por SDS-PAGE. A figura 6-A mostra o padrdo

eletroforético da amostra de 1gG-Anti-BoHV-1 purificada. Na coluna “IgG (+)” identifica-se

uma banda de aproximadamente 50 kDa, correspondente a cadeia pesada, e outra banda de

aproximadamente 25 kDa, correspondente a cadeia leve das imunoglobulinas bovina

purificadas.
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FIGURA 6 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE (16%) e placa de Petri

para titulacdo dos fagos. (A) Avaliacdo da purificacdo de
anticorpos por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida. LADDER = marcador de peso molecular;
IlgG = imunoglobulinas bovinas purificadas do pool de
soros positivos (+) para anticorpos anti-BoHV-1. As setas
indicam a presenca de duas bandas correspondentes as
cadeias leve (25 kDa) e pesada (50 kDa) da IgG bovina.
(B) Placa de Petri com meio LB solido contendo X-gal e
IPTG. Os titulos de entrada e saida, para todas as
diluicbes, foram obtidos pela contagem das coldnias azuis
(ufp).
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Todos os eluatos contendo fagos amplificados e ndo amplificados, obtidos durante
0 biopanning, foram titulados para estimar a quantidade de fagos selecionados nos trés ciclos
de selecdo com a biblioteca de peptideos. Os titulos de entrada e saida foram obtidos pela
contagem das unidades formadoras de colénia (ufp) (FIGURA 6-B).

O titulo de entrada foi constante, 2x10° ufp/uL. J& os titulos de saida para o
primeiro, segundo e terceiro ciclos de selecdo foram, respectivamente, 1,2x10%, 3x10% e
1,6x10* ufp/pL (QUADRO 2).

QUADRO 2 - Titulo (ufp/uL) obtido no processo de selegdo dos fagos da biblioteca Ph.D. ™2
ligantes as IgGs provenientes do pool de soros positivos para BoHV-1.

Ciclos de Titulo de entrada Titulo de saida Lavagens PBST (%)
Selecdo ufp/puL ufp/puL Tween 20
1° 2x10° 1,2x10* 0,1% 6 lavagens
20 2x10° 3x10? 0,5% 6 lavagens
3° 2x10° 1,6x10* 0,5% 10 lavagens

3.2 Caracterizacao dos clones (peptideos) reativos - Sequenciamento

Obteve-se um total de 44 clones isolados ap06s titulagdo dos trés ciclos de selecéo.
Somente as sequéncias de DNA sem erros de sequenciamento ou recombinacdo foram
traduzidas. Dos 44 clones sequenciados um total de 27 (61,3%) clones foram avalidados. Os
clones de sequéncias idénticas foram agrupados como mostrados na Tabela 1, obtendo-se o
total de 16 sequéncias diferentes.

TABELA 1 - Frequéncia das sequéncias de DNA validas traduzidas em sequéncia de
aminoacidos, geradas ap6s o0 sequenciamento e analise dos clones
selecionados da biblioteca.

CLONE SEQUENCIA aa FREQUENCIA (%) CICLO DE
SELECAO
A YSAHNYIGDSGP 18,5 30
B AHSANNFDVKGI 18,5 10,20¢ 3°
C ALWPPNLHAWVP 14,8 10,20 ¢ 3°
D HNTDQRAVEFRN 3,7 20
E DRALYGPTVIDH 3,7 20



38

F HILLAAVDKNPE 3,7 10
G LPNMQLPNLELL 3,7 10
H ALYTLYPPDSLH 3,7 10
| QKSWHTHPQASM 3,7 10
G W-NPHMPNVKLS 3,7 10
K TTNGRDGLTIMA 3,7 30
L GWYEHNNYYQGV 37 3°
M NHYLSYPSNPGI 3,7 3°
N TVQYMFDQIGLQ 3,7 3°
0 TPMVERNYNAAD 3,7 30
P WYTGPTRETPSE 3,7 3°

3.3 Andlise da reatividade dos clones selecionados por ensaio imunoenzimatico (Phage-
ELISA)

Essa etapa foi composta por uma triagem em imunoensaios. O primeiro ELISA
verificou a reatividade dos 16 clones selecionados frente a um pool de soro de animais
positivos para anticorpos anti-BoHV-1. O fago M13 foi usado como controle negativo com o
objetivo de avaliar a reacdo cruzada do soro com o mesmo (FIGURA 7-A). Apenas sete
dentre 0s 16 clones foram considerados reativos com as IgG’s anti-BoHV-1, porém apenas
cinco clones (B, C, E, F e G) foram escolhidos para o préximo imunoensaio por apresentarem
os maiores indices ELISA (IE). Os outros nove clones apresentaram IE < 1 e por esse motivo
ndo foram inseridos no grafico da Figura 7-A (dados ndo mostrados).

O segundo ELISA feito verificou a reatividade dos clones selecionados com as
IgGs positivas e negativas (pool) para infeccdo pelo BoHV-1. No gréafico da Figura 7 nota-se
que houve diferenca significativa na reatividade dos fagos com o0s soros positivos e negativos
(FIGURA 7-B).
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FIGURA 7 - Reatividade dos clones selecionados com soros bovinos. (A) ELISA dos clones
individuais (A, B, C, D, E, F e G) e do fago M13 (wild-type - Wt) (10*ufp)
usando um pool de soros positivos para IgG anti-BoHV-1. O valor do ponto de
corte (cut off) (linha pontilhada) foi definido arbitrariamente como sendo duas
vezes o valor da densidade ética obtido com o fago M13. *O peptideo B nao
esta presente na Figura 1 do artigo apresentado pelo capitulo 3. **QOs clones H
e L, presentes na Tabela 1, foram renomeados para F e G, respectivamente. (B)
ELISA dos clones selecionados usando um pool de soros positivos (+) e outro
de soros negativos (-) para IgG anti-BoHV-1 (teste t: *** p < 0.05). O cut off
(linha pontilhada) foi calculado como sendo a média das OD’s do pool de soro
negativo mais trés vezes o desvio padrdo das OD’s dos mesmos. O titulo de
anticorpos é expresso pelo valor do indice ELISA (IE), de acordo com a
formula IE = OD amostra/OD cut off. Amostras com IE > 1 foram
consideradas positivas.

Os clones B, C e E apresentaram maior reatividade com o pool de soro positivo
para BoHV-1, sendo posteriormente selecionados para o terceiro e ultimo teste de ELISA. O
objetivo foi verificar a reatividade dos clones selecionados com amostras individuais de soros
bovinos positivos e negativos para anticorpos anti-BoHV-1, previamente testado conforme
descrito na metodologia.

Os clones de fagos foram adsorvidos nos pogos das placas de ELISA e incubados
com 16 diferentes amostras de animais positivos e 16 amostras negativas para 0 BoHV-1.
Previamente realisou-se um ELISA para padronizacdo de soros (dilui¢cbes 1:50, 1:100) (dados
ndo mostrados), de forma que os resultados obtidos com as amostras dos soros diluidos 1:50
foram satisfatorios. A analise estatistica evidenciou diferenga significativa apenas para 0s
clones C e E, sendo considerada satisfatéria para o clone E. Para o clone B ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os resultados das amostras dos soros positivos e
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negativos. Apenas o clone E diferenciou satisfatoriamente soros positivos e negativos
(FIGURA 8).
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FIGURA 8 - Reatividade dos fagos selecionados por phage display com 16 amostras de soros
positivos e 16 soros negativos para anticorpos anti-BoHV-1 (valores médios das
leituras DO). (***teste-t: p = 0,0001; **teste-t: p = 0,0012; "teste-t: p = 0,0541;
" ndo significativo) (Prisma 5.0, GraphPad).

3.4 Imunizacéo de coelhos com os peptideos selecionados

Coelhos foram imunizados com os peptideos selecionados (B, C e E) para
verificar se os anticorpos produzidos no soro, provenientes desta imunizacao, seriam capazes
de neutralizar o BoHV-1 em placa. Além da soroneutralizacdo, foram realizados testes ELISA

para verificar a reatividade das amostras de soro frente aos peptideos.

3.4.1 Analise da reatividade dos soros de coelhos imunizados com o0s peptideos

selecionados em ensaio imunoenzimatico

A média da densidade 6tica (OD) do soro dos animais antes de serem imunizados
(Pré-Imune) foi comparada a media das OD’s ao final das imunizagdes. A estatistica
evidenciou a diferenca entre os resultados das amostras dos soros antes e ap0s as imunizacgdes
(FIGURA 9). O grupo controle positivo (Vacina) e os grupos dos peptideos em teste, Clone E
e B+C apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) quando comparados ao controle
negativo (fago M13) P6s-imune ou em comparacdo as OD’s de todos os tratamentos antes da
imunizacdo (Pré-Imune) (FIGURA 9). Ndo foram observadas diferencas significativas entre
as OD’s da Vacina e dos clones B+C ou E e entre as OD’s dos Clone E e do grupo B+C.

Observa-se que os quatro inoculos utilizados (vacina comercial “IBR-BVD” - Hertape
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Calier); M13: fago selvagem sem inserto; Fagos selecionados com clones de peptideos: E e

B+C geraram uma resposta imune com presenca de anticorpos capazes de reconhecer o
indculo utilizado na sensibilizacdo da placa de ELISA (FIGURA 10).
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E E | B+C B+C
FIGURA 9 - Resultados de ELISA para detec¢do de anticorpos presentes no soro de

coelhos submetidos a imunizacdo em quatro doses de quatro indculos
diferentes. In6culos: M13: fago selvagem sem inserto; vacina comercial
“IBR-BVD” (Hertape Calier®); Fagos selecionados com clones de
peptideos: E e B+C. Cada animal é representado pela letra C dentro de
cada tratamento. *Significancia p < 0,05 quando comparado com a média
das OD’s do soro dos animais antes da imunizagdo (Pré-imune) ou com o
controle negativo (M13) Po6s-imune. Andlise por One-way ANOVA com
pos-teste de Tukey.
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FIGURA 10 - Reatividade do soro de coelhos submetidos a imunizagéo
com quatro inoculos diferentes. Cada grupo foi composto
por dois animais. Circulo: placa de ELISA sensibilizada
com a cepa L.A. do BoHV-1 Quadrado: sensibilizacdo da
placa com o fago M13. Losango: sensibilizacdo da placa
com o Clone E (peptideo). Tridngulo: sensibilizacdo da
placa com os clones B e C (peptideo), na mesma
proporgéo e concentragéo.

3.4.2 Soroneutralizacao

A Tabela 2 mostra os titulos de anticorpos dos coelhos imunizados. Os animais
dos grupos D e E (imunizados com fagos expressando os peptideos B, C e E), A (imunizados
com PBS) e B (imunizados com o fago selvagem M13) permaneceram negativos a prova de
soroneutralizacdo - o soro produzido ndo tinha atividade neutralizante - durante todo o
periodo de estudo, ou seja, ndo ouve inibigdo da lise celular provocada pelo BoHV-1.

Os animais do grupo C (imunizados com a vacina comercial) apresentaram titulo
de anticorpos a partir da terceira imunizacdo (28 dias), porém, apenas um dos animais (C1)
foi considerado como positivo por apresentar inibicdo de lise celular na dilui¢cdo 1:42. 0
coelho C2 sé pode ser considerado como positivo a partir da quarta imunizacao (42 dias) onde
apresentou titulo de anticorpos neutralizantes de 1:64. Ao final das imunizacGes (49 dias), 0s
dois animais imunizados com a vacina comercial (C1 e C2) apresentaram titulo de anticorpos
idéntico (1:64), ou seja, houve neutralizacdo do virus pelos anticorpos presentes no soro
desses animais (TABELA 2).
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TABELA 2 - Resposta soroldgica de coelhos imunizados com diferentes indculos
experimentais frente ao BoHV-1, analizada por soroneutralizacdo. Titulos
individuais de anticorpos obtidos apds a primeira (0 DIAS), segunda (14
DIAS), terceira (28 DIAS), quarta (42 DIAS), quinta e dltima (49 DIAS)
sorologia.

Titulo de anticorpos (Diluicdo)?
Grupob Momento zero 14 DIAS 28 DIAS 42 DIAS 49 DIAS
(In6culo) (0 DIAS)

Al + A2 (PBS®) - - - - -

Bl e B2 (M13%* - - - - -

C1 (Vacina®) - - 1:16** 1:16 1:64

C2 (Vacina) - - 1:2 1.64** 1:64

D1 e D2 (Clone E')* - - - - -

E1l e E2 (Clones B+C')* - - - - -
%0 soro dos coelhos foi diluido nas proporcdes: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 e 1/128; °Cinco
grupos experimentais (A, B, C, D e E), cada grupo possui dois coelhos; “PBS: solugdo salina
fosfatada; “Fago selvagem (M13); ®Vacina comercial “IBR-BVD” (Hertape Calier®); ‘Clones
expressando peptideos; *Por apresentarem os mesmos resultados, os dados de cada coelho
(p.ex.: coelho B1 e coelho B2) foram mantidos numa mesma linha; **A partir da diluicdo 1:4
as amostras foram consideradas positivas por inibirem a lise celular.

4 DISCUSSAO

A utilizacdo da técnica de phage display ndo necessita de conhecimento prévio
dos antigenos naturais contra qual uma resposta imune é dirigida®*. Dessa forma, bibliotecas
de peptideos apresentadas em fagos foram rastreadas usando anticorpos antigeno-especificos
para 0 BoHV-1. Os anticorpos policlonais usados na selecdo de peptideos de bibliotecas de
fagos foram provenientes de um pool de amostras de soro obtidas de bovinos com titulo de
anticorpos para 0 BoHV-1. O processo de purificagdo por cromatografia de afinidade em
sepharose de imunoglobulinas a partir do pool de animais soropositivos ao BoHV-1 mostrou
ser eficiente, evidenciado pelos fragmentos de cadeia leve e pesada caracteristicas das
imunoglobulinas bovinas. Todo o processo resultou na concentracdo e purificacdo de
imunoglobulinas especificas. O emprego de tais anticorpos antigeno-especificos policlonais
para selecionar peptideos em bibliotecas de fagos aumenta a possibilidade de encontrar
peptideos miméticos (mimetopos) de antigenos virais do BoHV-1.

Goodyear e Silverman® citaram que no inicio da prospeccdo, a biblioteca é
altamente diversificada e contém um pequeno numero de ligantes especificos ao alvo e a cada
ciclo de sele¢do o numero de fagos especificos tende a aumentar com o consequente aumento

do nimero de fagos de saida. A eficiéncia da selecdo através da titulacdo de fagos ao final de
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cada ciclo de selecdo foi avaliada e constatou-se enriquecimento dos fagos ligantes e
especificos ao alvo (anticorpos policlonais) (QUADRO 2). Resultados semelhantes de
enriquecimento ao final do biopanning para selecdo de peptideos foram descritos por outros
autores que utilizaram phage display em seus respectivos trabalhos?® %,

Ao utilizar o phage display para selecionar peptideos fusionados a proteinas de
bacteriéfagos com anticorpos monoclonais, a sele¢do a cada ciclo tende a enriquecer os fagos
que apresentam o mesmo motivo ou peptideo®’. Como foram utilizados anticorpos totais
presentes no soro de animais naturalmente infectados pelo BoHV-1, nosso pool de soros
continha uma variabilidade de anticorpos contra diferentes glicoproteinas virais do envelope
do herpesvirus bovino. De forma que a realizacdo de varios ciclos de selecdo enriqueceria a
guantidade de peptideos com alta afinidade pelos anticorpos especificos para o antigeno
desejado, porém com motivos ou sequencias de aminoacidos diferentes.

A cada ciclo de selegdo ocorreu um aumento na reatividade do pool de fagos
frente a IgG’s dos bovinos soropositivos para o0 BoHV-1. Isso ocorreu, pois foram utilizadas
concentracdes maiores de detergente a cada ciclo, proporcionando uma maior estringéncia.
Além disso, 0 aumento no numero de lavagens deve ter permitido a retirada dos fagos nédo
reativos. De forma que, apenas fagos com alta afinidade ao ligante (IgG anti-BoHV-1)
permaneceram. Como a sele¢do biol6gica dos peptideos foi feita utilizando anticorpos
policlonais (IgG bovina), para ndo perder tanta variabilidade por uma possivel sele¢do
preferencial, foram executados apenas trés ciclos de selecdo, pois de acordo com nosso
objetivo uma maior variabilidade de peptideos poderia significar uma maior oferta ao sistema
imune, de diferentes epitopos miméticos a proteinas virais, consequentemente uma maior
eficiéncia para o controle imunoldgico do BoHV-1.

A sequéncia peptidica dos 44 clones selecionados foi determinada por
sequenciamento do inserto no DNA do fago, o qual revelou 16 sequéncias diferentes de
aminoacidos. Os fagos correspondentes a estas sequéncias foram amplificados para testa-los
com anticorpos policlonais (IgG’s) presentes no soro de animais positivos para 0 BoHV-1 e
controle (M13) (FIGURA 7-A). Dentre os fagos avaliados, trés (B, C e E) foram selecionados
por possibilitarem a melhor diferenciagdo entre animais soropositivos para 0 BoHV-1 em
comparagdo aos soronegativos (FIGURA 7-B). Curiosamente, dentre os trés, apenas as
sequéncias de aminoacidos dos clones B e C tiveram maior frequéncia em comparacdo ao
clone E (TABELA 1), talvez a frequéncia observada estivesse diminuida por uma menor
eficiéncia na reacdo de sequenciamento. Muitas variaveis contribuem para a constituicdo da

subpopulacéo de fagos recuperada no final da técnica. Mccafferty?® demonstrou que a selecéo
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depende da afinidade de interagdo entre o peptideo expresso pelo fago e o ligante. Porém, se
dois fagos em uma mesma biblioteca possuem a mesma afinidade, mas diferentes niveis de
expressao, o de maior expressao sera preferencialmente selecionado. Além disso, se dois
fagos de mesma afinidade apresentam diferentes taxas de crescimento, havera uma tendéncia
de recuperacdo do fago de maior rendimento, o que pode ter ocorrido com o clone E, que foi
selecionado no segundo e ndo no terceiro ciclo de selecéo.

O fago M13 (sem peptideo recombinante expresso na superficie) apresentou baixa
reatividade com as IgG’s presentes no pool de soros positivos para o BoHV-1, caracterizada
por um indice ELISA menor que um (FIGURA 7-A), indicando que ndo houve uma interacéo
ou reconhecimento significativo de proteinas do proprio fago pelas imunoglobulinas
especificas. O dado obtido reforca a eficiéncia da técnica para a selecdo apenas do peptideo
recombinante reativo ao alvo desejado (I1gG).

No ELISA que verificou a reatividade dos clones pré-selecionados (A, B, C, D, E,
F, e G) com um pool de soro de animais positivos para o BoHV-1 (FIGURA 7-A), apesar de
todos os clones apresentarem-se reativos com as IgG’s anti-BoHV-1 do pool de soros
positivos com IE > 1, apenas cinco clones (B, C, E, F e G) foram escolhidos por apresentarem
maior reatividade. Os clones A e D ndo foram avaliados por terem seus IE’s bem menores
qguando comparados aos outros (B, C, E, F e G). No segundo teste ELISA, os mesmos clones
(B, C, E, F e G) continuaram a apresentar maior reatividade e melhor capacidade de
diferenciar entre o pool de soro de animais positivos e negativos para 0 BoHV-1 (FIGURA 7-
B), porém, apenas os trés que apresentaram os maiores IE’s foram escolhidos.

No ELISA in-house frente a 16 soros positivos e 16 soros negativos para 0 BoH-
V, foi verificada a reatividade dos trés clones individualmente (B, C e E), entretanto a analise
estatistica evidenciou diferenca entre os resultados das amostras dos soros positivos e
negativos com os peptideos apenas dos clones C e E (FIGURA 8). E, apesar das diferencas
significativas apenas o E diferenciou soros positivos dos negativos (FIGURA 8). Assim, 0
clone E, expressando o peptideo DRALYGPTVIDH, foi escolhido como sendo o melhor
clone, com base na maior reatividade apresentada em todos os testes de ELISA realizados e
na sua capacidade de discriminar amostras de soro positivas de negativas para anticorpos anti-
BoHV-1 (FIGURA 8). Considerando que os clones, no processo de biopanning, séo
reconhecidos e selecionados por meio da afinidade as imunoglobulinas especificas para
herpesvirus bovino, purificada por meio de cromatografia de afinidade com proteinas totais
virais, e que estas mesmas imunoglobulinas sdo reativas a determinado peptideo expresso na

superficie do bacteriéfago, pode-se afirmar que o clone selecionado (E) mimetiza alguma
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estrutura proteica viral. Uma andlise in silico poderd confirmar qual o nivel de similaridade
entre as sequéncias de amino&cidos da proteina viral e do peptideo selecionado.

Os peptideos miméticos exibidos na superficie de bacteriofagos demonstraram ser
uma ferramenta atil para a diferenciagdo soroldgica entre pools de soro bovino positivo e
negativo para BoHV-1, dessa forma eles foram submetidos a uma pesquisa adicional como
um imunégeno a base de epitopo para determinar o seu potencial uso como vacina.
Utilizamos coelhos para realizar a imunizacdo com os peptideos selecionados (E e B+C), a
vacina comercial e o fago M13. Como os coelhos sdo considerados um bom modelo
experimental para os herpesvirus, tendo sido utilizados em diferentes estudos da infeccéo e da

resposta imunolégica ao BoHV-522303

, estes foram utilizados para avaliar se 0s anticorpos
desenvolvidos durante a resposta imune aos peptideos inoculados seriam capazes de
soroneutralizar o virus em cultivo celular.

A diferenca estatistica (FIGURA 9) encontrada entre 0s soros pré e pos-
imunizacdo demonstra que o0s animais desenvolveram anticorpos contra os peptideos
selecionados nos imunoensaios. Os animais imunizados como controles (vacina e fago M13)
também desenvolveram uma resposta imune frente aos indculos que os imunizaram. Além
disso, pode-se verificar uma fase de aumento exponencial dos niveis de anticorpos nos grupos
vacinados com os peptideos E, B+C e vacina comercial, onde o maior pico de 1gG ocorreu
apos a terceira imunizacdo (FIGURA 10). A partir da terceira imunizacdo, ou segunda para
alguns dos animais, houve uma fase denominada platd, na qual os niveis ndo se alteraram ou
alteraram muito pouco (entre 30 e 52 dias), seguindo-se a ultima fase da resposta, a fase de
declinio, na qual ocorreria uma diminuicdo progressiva dos anticorpos especificos circulantes
caso 0s animais ndo fossem mais imunizados e nem tivessem sofrido eutanasia (FIGURA 10)
(CEUA - protocolo n° 20/2012).

Os testes ELISA confirmaram que os coelhos imunizados com o0s peptideos
produziram anticorpos anti-peptideos (anti-pep). Nos ensaios imunoenzimaticos, apesar do
grupo controle negativo ter gerado uma resposta imune com presenca de anticorpos anti-M13
capazes de reconhecer o inoculo M13, as diferengas encontradas entre as OD’s dos grupos
Vacina e peptideos (Clone E e B+C) com o controle negativo (M13) pds-imune (p < 0,05)
demonstraram que as proteinas do bacteriofago ndo influenciaram na resposta imune aos
peptideos testados. Os resultados do fago M13 nos ensaios comprovaram que 0s peptideos
fusionados na plll dos clones selecionados foram reconhecidos pelos anti-pep das amostras
dos soros de bovinos naturalmente infectados com o BoHV-1 e pelos coelhos imunizados. Os
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dados do resultado sugerem que o peptideo E tem uma maior imunogenicidade em
comparacao as proteinas do fago M13 (FIGURA 9).

Para diminuir o risco do ndo desenvolvimento de uma forte resposta imune
durante as imunizag6es foi utilizado o adjuvante incompleto de Freund (sem adi¢cdo de M.
tuberculosis). Ele foi capaz de criar um contexto inflamatorio para induzir o desenvolvimento
da resposta imune especifica dirigida aos peptideos inoculados nos coelhos. Caso houvesse
sido utilizado um in6culo feito apenas com os peptideos obtidos diluidos em agua, esses
peptideos seriam apresentados fora de um contexto inflamatdrio, consequentemente néo
induziriam o desenvolvimento de uma resposta imune e sim uma condicéo de anergia celular
ou tolerancia adaptativa®.

Com relacdo a soroneutralizacdo, a utilizacdo de peptideos para imunizacdo em
coelhos ndo apresentou resultados satisfatorios. O soro dos animais imunizados com 0s
peptideos (E e B+C) e o fago M13 nédo foi capaz de neutralizar o BoHV-1 na dilui¢do
equivalente a 100 TCIDso. Apenas 0 grupo imunizado com a vacina comercial apresentou
titulos de anticorpos neutralizantes (TABELA 2). Em geral, parece dificil haver a producéo de
anticorpos com atividade neutralizante a partir da imunizacdo de peptideos sintéticos, como

|.33

mostrado no estudo de Niederhduser et al.**, onde cabras foram imunizados com um peptideo

sintético epitopo do virus da raiva. Shoji et al.®*

também ndo conseguiram produzir atividade
neutralizante contra o virus da gripe (Influenza A) em coelhos imunizados com peptideos
sintéticos.

E importante lembrar que quando particulas virais do BoHV-1 infectam as células
do seu hospedeiro, é necessaria a interacdo entre varias glicoproteinas de envelope para que

haja adsorcdo e penetragio celular*®>%.

O sistema imune reconhece algumas dessas
glicoproteinas, que sdo imunogénicas (gB, gC, gD e outras), para que haja a producdo de
anticorpos. Aceita-se que a imunizacdo feita nos coelhos, com um indéculo formado
exclusivamente por um unico peptideo (Clone E) ou dois (clones B+C), ndo seja suficiente
para desenvolver uma resposta imune protetora por produzir anticorpos que, teoricamente,
reconheceriam apenas um tipo de glicoproteina e consequentemente ndo seriam suficientes
para neutralizar o virus BoHV-1 em cultivo celular. Especula-se que a inoculacdo de um
conjunto de peptideos mimetopos a essas glicoproteinas ao invés de apenas um mimetopo de
uma glicoproteina poderia gerar uma resposta imune adequada com producéo de anticorpos
soroneutralizantes. Refazer o phage display com a utilizagdo de anticorpos monoclonais
especificos para as glicoproteinas de maior imunogenicidade do BoHV-1, além de aumentar o

numero de ciclos da bioprospeccéo poderia ser uma alternativa para selecionar um conjunto
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de mimetopos capazes de gerar a referida resposta imune adegada. Adicionalmente, para
aumentar a concentracdo do indculo dos peptideos poderia ser utilizada uma sintese quimica
de peptideos.

Apesar de Kishchenko et al.>” afirmarem que peptideos apresentados por fagos se
ligam mais facilmente aos anticorpos do que quando sdo apresentados de forma linear como
peptideos sintéticos, € possivel evitar a conformagdo linear, imitando a conformacdo de
apresentacdo dos peptideos pelas plll dos fagos com sintese de mimetopos unidos por
peptideos espacadores (PD). Segundo Silva®, essa conformacdo é mais eficiente para

estimular células do sistema imune.

5 CONCLUSOES

A tecnologia do phage display foi eficiente para a identificacdo de um peptideo
mimético antigénico que apresenta potencial antigénico para ser utilizado no diagndstico
sorolégico do BoHV-1, e como base para a construcdo de peptideo sintético a partir de sua
sequéncia (DRALYGPTVIDH). No caso do BoHV-1, um nimero maior de amostras devera
ser avaliado para a padronizacao do uso deste peptideo em testes soroldgicos.

Uma resposta imunolégica foi deselvolvida por coelhos frente a imunizagéo
destes com o peptideo E (DRALYGPTVIDH). Houve producéo de titulos de anticorpos anti-

pepE, conferindo a especificidade necessaria para 0s experimentos de phage display.
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CAPITULO 3 - ACONFORMATIONAL EPITOPE MAPPED IN THE BOVINE
HERPESVIRUS TYPE 1 ENVELOPE GLYCOPROTEIN B BY PHAGE DISPLAY
AND THE HSV-1 3D STRUCTURE

Descreve-se a seguir o mapeamento de um epitopo de glicoproteina do envelope
viral do BoHV-1. A estrutura 3D do HSV-1 foi utilizada como modelo haja vista 0 BoHV-1
n&o possuir modelos estruturais 3D delineados.
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The selected dodecapeptide *DRALYGPTVIDH? from a phage-displayed peptide library and the crystal structure
of the envelope glycoprotein B (Env gB) from Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) led us to the identification of a
new discontinuous epitope on the Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) Env gB. In silico analysis revealed a short
BoHV-1 gB motif (**®YKRD>*!) within a epitope region, with a high similarity to the motifs shared by the
dodecapeptide N-terminal region (°YXARDY) and HSV-1 Env gB (°2°YARD®?°), in which the **®Arg residue is de-
scribed to be a neutralizing antibody target. Besides the characterization of an antibody-binding site of the BoHV-
1 Env gB, we have demonstrated that the phage-fused peptide has the potential to be used as a reagent for virus
diagnosis by phage-ELISA assay, which discriminated BoHV-1 infected serum samples from negative ones.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

The Herpesviridae family member bovine herpesvirus type 1
(BoHV-1) is an etiologic agent that is associated with respiratory infec-
tions and reproductive disorders in cattle, including infectious bovine
rhinotracheitis (IBR), infectious pustular vulvovaginitis (IPV) and
balanoposthitis (Engelsand Ackermann, 1996). Despite the low mortal-
ity rate of BoHV-1, infection with this agent exerts a high economic im-
pact due to fetal infection, abortion and reduced production (Mechor et
al.,, 1987; Kahrs, 2001). The World Organization for Animal Health
(OIE) classified BoHV-1 into list of notifiable diseases, which consists
of transmissible diseases that are considered to be of socio-economic
and/or public health importance and are therefore of relevance for the
international trade of animals and animal products (OIE, 2015).

To control this disease, subunit vaccine approaches have been wide-
ly used; most of these approaches are based on viral envelope glycopro-
teins, which are the most important elicitors of protective immune
responses (Manservigi and Cassai, 1991). A large number of BoHV-1-
encoded genes are viral structural proteins. Ten of these genes encode
glycoproteins, which are associated with the viral envelope. The gC,
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0034-5288/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

gD, gE, gG and gl are also involved in viral virulence (Van Oirschot
et al.,, 1996; Kaashoek et al., 1998). The major envelope glycoproteins
gB, gC and gD, along with gE, are the main immune elicitor proteins in
BoHV-1 infections (Tikoo et al., 1995). These three major env glycopro-
teins have been used as antigens in many platforms for the BoHV-1 con-
trol. (Oliver et al., 2009; Khattar et al., 2010; Gogev et al., 2002).
Glycoprotein B is highly conserved among members of the
Herpesviridae family and is crucial for viral replication. gB also plays an
important role in the processes of viral fusion, penetration into the
host cell and cell-to-cell spread (Kaashoek et al., 1998; Heldwein and
Krummenacher, 2008).

In the present study, we have used the phage display technology
(Sidhu, 2000) in order to select and characterize peptides that can be
used in place of entire virus glycoproteins to aid in BoHV-1 diagnosis or
control. The selection of peptides to mimic protein structure motifs
based on the peptide library approach is a powerful tool for antigen
prospecting across a wide range of microorganisms. However, the ma-
jority of studies that used this methodology are based on the primary
structure of the peptides (Gazarian et al., 2011; Santos et al., 2012;
Prudencio et al., 2011; Cunha-Junior et al., 2010). To address the lack
of available information related to the 3D structure of BoHV-1 proteins,
we demonstrated an alternative in silico approach for epitope mapping
of BoHV-1 that was based on recombinant peptides selected by phage
display and then conformationally aligned with the homologous 3D
structure of Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1).
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The study was approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments (CEUA) of the Federal University of Goias (protocol num-
ber 20/2012).

We used a combinatorial library of random dodecapeptides fused
to a minor coat protein (plll) of the M13 phage (Ph.D. ™-12 Phage
Display Peptide Library Kit—NEB) to select peptides that were
reactive against purified IgG, by affinity chromatography, from a
serum bank of seropositive bovines infected with BoHV-1. Six clones
(phage-displayed peptide) were isolated, their DNA sequences were
determined, and translated using the online Translate software
hosted in the Expert Protein Analysis System server (Artimo et al.,
2012).

In order to evaluate the serum reactivity of the peptides, two phage-
ELISAs were performed as previously described (Barbas et al., 2001;
Cunha-Junior et al., 2010). For the first—to evaluate the reactivity with
positive serum for BoHV-1—microplates were coated with 1 x 10**pfu
of clones per well and then assayed using a pool of positive bovine
serum samples. The reaction was developed by incubation with
peroxidase-labeled goat anti-bovine 1gG (1:1000) and a final step of
adding 0.03% H,0, and 1 mg/ml o-phenylenediamine. The wild-type
phage M13KE (Wt) was used as a negative control to evaluate the spec-
ificity of BoHV-1 positive sera only for the peptide displayed on the sur-
face of isolated phages. For this purpose, the cut off was arbitrarily
defined as 2 x the OD value of the Wt.

For the second ELISA, only the selected phage clones from above the
cut off were assayed using a pool of serum samples previously defined
as positive or negative for BoHV-1 infection. In this reaction, the cut
off was calculated as the mean OD of negative control sera plus 3 SDs.
Antibody titers were expressed as ELISA index (EI) values, according
to the formula: EIl = OD sample/OD cut off. Samples with EIl
values N 1.0 were considered positive. In order to evaluate the perfor-
mance of the most reactive clone, an additional ELISA was performed
as described before with 30 individual positive and negative sera sam-
ples to evaluate sensitivity and specificity.

As defined previously, the arbitrary wild type phage cut off was able
to identify four reactive peptides, with a pool of positive serum, through
the biopanning selection. Despite the reactivity of these peptides, only
phage clone C, which expressed the dodecapeptide DRALYGPTVIDH,
was chosen based on its having the highest reactivity among phage-
ELISAs (Fig. 1 Aand B). We were also able to confirm the differential re-
activity of clone C, which could discriminate BoHV-1 infected serum
samples from negative ones (Fig. 1C).

In order to map specific epitope in the BoHV-1 envelope proteins,
the clone C was further investigated on an epitope mapping server
using affinity-selected peptides (http://pepitope.tau.ac.il/) (Mayrose
etal., 2007). Because no solved 3D structure of BoHV-1 antigens is avail-
able, the in silico analysis was performed using herpes simplex virus
(HSV-1) glycoproteins as templates based on homologous genes that
encode viral glycoproteins. This strategy was feasible due to the high
similarity among family members.

The peptide structural alignment was performed with solved
HSV-1 envelope glycoproteins in the protein data bank (i.e., gD:
[pdbj1L2G|chains A,B,C,D], [pdb|1IMA|chains A,B]; gE: [pdb|2GlY|chains
AB] and gB: [pdb|]2GUM|chains A,B,C]) (http://www.rcsb.org/pdb). The
alignment revealed a best hit with the crystal structure of the extracel-
lular domain of gB from HSV-1 [pdb|]2GUM|A], which presented 82%
homology (e-value: 4.23e —06) to ten residues of the queried peptide
(Fig. 2A and B). Only one residue substitution (i.e., peptide isoleucine
[11e'°] to the HSV-1 threonine [Thr**!]) was observed (Fig. 2C). Addi-
tionally, we compared the same ten residues segment between HSV-1
and BoHV-1 gBs. Eight of them were conserved or presented an amino
acid substitution that preserved the physicochemical properties of the
original structure (data from BLASTp alignment with entire gBs, score:
661 bits and e-value: 0.0, [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast]). These
values show the presence of two shared homologous segments that
are formed by discontinuous amino acid residues that are displayed
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Fig.1. (A) Reactivity of individual clones (AB,C,D,EF) and wild-type phage M13KE (Wt)
(ax 1011pfu) using pool of positive serum sample for BoHV-1 infection. Cut off defined
as 2 x the OD value of Wt (dotted line). (B) Phage-ELISA with selected clones (A, C, D,
F) using pool of positive (+) or negative (—) serum samples for BoHV-1 infection (t
test;*** p b 0.05). El values N1.0 (dotted line) were considered positive. (C) Phage-
ELISA-reactivity of 15 individual sera for each group of animals, which were positive
(+) or negative (—) for BoHV-1 infection (t test; ***p b 0.05).

together and probably shape an antibody-binding site, featuring an epi-
tope on the protein surface (Fig. 2D).

Neutralizing monoclonal antibodies (mAb) for HSV-1 gB have been
described by isolating single-amino acid monoclonal antibody resis-
tance mutants or via peptide mapping using ELISA (Heldweinet al.,
2006). One of these antibodies (MAb H233) recognizes the arginine®?®
(YAR®28D) in the gB extracellular domain. Here we demonstrate a re-
gion in the BoHV-1 gB, in which the R** residue is flanked by a highly
similar sequence (YKR3%°D) that fell into the N-terminal dodecapeptide
sequence motif (°YXARD?) selected and characterized here by phage
display.

Previous reports of cattle immunization with gB have produced a
neutralizing antibody and a specific T-cell response, which confer pro-
tection against a virulent BoHV-1 challenge. The extracellular domain
of gB was also shown to be sufficient to induce a protective immune
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Peptide Core Motif
HSV-1gB 317 DRFKQVDG
+4+GH
BoHV-1 gB 329 ERFQQIEGY,
Consensus Motif

A
F

Alignment of peptide

Asp - Asp 329:A
Arg - Arg 328:A
Ala - Ala 327:A
Leu - no match
Tyr - Tyr 326:A
Gly - Gly 324:A
Pro - Pro 339:A
Thr - Thr 340:A
Val - Val 322:A
10 lle - Thr mismatch
11 Asp - Asp 323:A

OCONOOAPLWN =

ARDLTTKARATAPTTRN 343
¥ RD P

I[YKRDMATGRRLKEPVSRN 355

Fig.2. (A) Gray space fill—gB chain A (Heldwein et al., 2006). Red space fill-the antibody recognition epitope is. (B) Discontinuous amino acid sequence of the epitope on the protein
surface. (C) Alignmentshowing the peptide match within the target protein and the location of the residueson HSV-1 gB chain A. (D) Blastp with the segments from BoHV-1 and
HSV-1 gBs. Full red region—conserved epitopes corresponding to the peptide alignment. Boxed region—consensus motif. (For interpretation of the references to color in this figure legend,

the reader is referred to the web version of this article.)

response (Gao et al., 1994; Gao et al., 1995). An immunodominant
region in the BoHV-1 gB (aa 254-532) has been reported as a recog-
nition domain by T cells from cattle that were immunized with the
extracellular domain of recombinant gB, in which the amino acid
sequence—33*QQIEGYYKRDMATGRRLKEPV3°?— was appointed as
being the B-cell recognition site (Gao et al., 1999). Consistent with
our results, the peptide core motif, herein described, are included
within the segment (underlined), showing to be critical on the T-
and B-cell interplay throughout the natural immune response.

In conclusion, the selected peptide displayed on the surface of the
bacteriophage was shown to be a useful tool for BoHV-1 epitope map-
ping and, as being immunodominant, has the potential for the virus di-
agnosis and will be subjected to an additional investigation in near
future as an epitope-based immunogen to determine its potential use
in virus neutralization. Furthermore, the strategy described here can
be used for a wide range of microorganisms of veterinary interest, in
order to uncover new potential epitopes for theranostic applications
for animal health—molecules that combine diagnostics and therapeutics
functionalities.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A tecnologia de phage display foi eficiente para selecionar um peptideo
antigénico mimético que apresenta potencial para ser utilizado como antigeno em plataformas
diagndsticas para animais soropositivos ao BoHV-1, e como base para a constru¢do de
peptideos sintéticos a partir de sua sequéncia de 12 residuos de aminoécidos.

A introducdo de motivos repetidos unidos por sequencias espacgadoras
(PPGGGPP) pode ser importante para aumentar a resposta imunologica induzida por
peptideos miméticos uma vez que permite a sequéncia de mimetopos tomar uma conformacéo
mais estavel e favoravel para atuar como um ligante. Dessa forma, propde-se um tipo de
design para a sintese quimica do peptideo E: [NH3]-MOTIF-PPGGGPP-MOTIF-
PPGGGPP-MOTIF-[CONH2]-BSA. A prolina induz uma dobra na molécula aproximando os
motivos (sequéncia do pepE - DRALYGPTVIDH). Porém, é importante realizar uma analise
de bioinformética para estimar o comportamento da molécula, sendo que a sequéncia amino-
terminal deve permanecer livre. Adicionalmente, pode-se adicionar no motivo um pedaco da
molécula que faz parte da plll do bacteriéfago, por exemplo (X = motivo proteico; Residuos
em negrito = parte da plll): X'-X"GGGSAETVESCL. Isso apenas podera ser feito se a
parte carboxi-terminal participar do motivo, mais uma vez a andlise de bioinformética poderia
comfirmar por meio da incorporacdo da sequéncia da plll (em negrito) na estrutura 3D.

Anadlises in silico fornecem ferramentas que aceleram o processo de identificacdo
de novos antigenos para vacinas ou diagnostico, uma vez que o proprio algoritmo faz uma
pré-analise do ensaio imunolégico, poupando ensaios desnecessarios com antigenos que ndo
irdo ser eficazes. Neste trabalho, realizou-se primeiro 0s ensaios imunoenezimaticos. Em
estudos futuros sobre prospec¢do de novos mimetopos, serd interessante a realizacdo prévia
da andlise in silico antes da realizacdo de imunoensaios.

A prospeccdo de mimetopos de BoHV-1 pode ser aplicada a outras glicoproteinas,
como gC ou gD, com a finalidade de gerar vacinas de subunidades que podem ser testadas
quanto a sua eficicia, em compara¢do com as vacinas atuais (inativadas). Um ponto positivo
de se produzir uma vacina para IBR composto por mimetopos seria impedir o estabelecimento
de laténcia viral causada pelas vacinas compostas por virus vivo (ativas).

A estratégia de utilizacdo do phage display aqui descrita pode ser aplicada nao
apenas para 0s virus, mas para uma vasta gama de micro-organismos de interesse veterinario,
a fim de descobrir novos mimetopos potenciais para as aplicagdes de saude animal

teranosticas - moléculas que combinam diagnostico com uma terapia especifica. A utilizacéo
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de peptideos em imunoensaios é bem atrativa. Os antigenos expressos em fagos podem ser
produzidos em larga escala e a um custo relativamente baixo, pois os fagos carreadores de
peptideos sdo amplificados em bactérias. Futuramente, o peptideo selecionado neste trabalho,
conjuntamente com outros peptideos que serdo identificados e estudados, poderdo compor Kits

diagndsticos por ensaio imunoenzimatico.
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