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Resumo

Campilobacteriose Genital Bovina é uma doenca venérea que causa problemas reprodutivos
em rebanhos, com grande importancia em paises onde ha largo emprego da monta natural.
Phage Display é uma técnica que aplica bibliotecas de bacteri6fagos que expdem peptideos
fusionados ao capsideo viral em sele¢Bes bioldgicas contra proteinas alvo. Com o objetivo de
selecionar peptideos miméticos a bactéria Campylobacter fetus subsp. venerealis e fragmentos
de anticorpos recombinantes (scFv) foram empregadas biblioteca comercial de peptideos
conformacionais de sete amino&cidos e biblioteca de scFv construida contra células tumorais.
Foram selecionados cinco peptideos considerados miméticos a C. fetus subsp. venerealis
NCTC 10354 — P3, com os quais foram produzidos soros hiperimune em camundongo e
realizados imunoensaios com antigenos bacterianos e amostras de muco cérvico-vaginal de
novilhas. Oito clones que expressam moléculas de scFv reativos contra C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354 — P3 foram selecionados e triados por meio de ELISA Indireto com
outras bactérias. Dentre os peptideos miméticos, dois foram considerados promissores
(ALASLPL e LSYLFPP) devido a reacdo do soro hiperimune contra a bactéria e dos
peptideos sintéticos com muco cérvico-vaginal. Os clones de scFv apresentaram reagdes
cruzadas entre bactérias do género Campylobacter e dois (3H6 e 4G7) apresentaram baixa
reatividade contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Campilobacteriose, Phage Display, peptideos, anticorpos monoclonais



Abstract

Bovine genital Campylobacteriosis is a venereal disease that causes reproductive problems in
herds, with great importance in countries where there is widespread use of natural service.
Phage display is a technique that applies bacteriophage libraries that displays peptides fused
to the viral capsid proteins in selections against biological target. The aim of the present study
was to select mimetic peptides to Campylobacter fetus subsp. venerealis and recombinant
monoclonal antibody fragments (scFv). Library of conformational seven aminoacids
peptides and scFv library constructed from tumor cells were uses. Five peptides was
considered mimetics to C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3, and hyperimmune sera
were produced in mice and performed immunoassays with bacterial antigens and samples of
cervical-vaginal mucus of heifers. Eight clones expressing scFv antibodies reactive against C.
fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3 were selected and screened by ELISA. Among the
mimetic peptides, two were considered promising (ALASLPL and LSYLFPP) due to the
reaction of hyperimmune serum against bacteria and synthetic peptides with cervical-vaginal
mucus. ScFv antibodies showed cross-reactivity between bacteria of the genus Campylobacter
and two clones (3H6 and 4G7) showed low reactivity against Escherichia coli and

Staphylococcus aureus.

Key words: Campylobacteriosis, Phage Display, peptides, monoclonal antibodies
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1. INTRODUCAO

As pesquisas nos campos da Imunologia, Genética e Biologia Molecular tém trazido grandes
avancos para as ciéncias da satde, com o desenvolvimento de novas técnicas aplicadas ao
diagndstico de doencas, identificacdo de agentes patoldgicos e ampliacdo dos conhecimentos
sobre eles e aumento da imunizacdo das populagdes animais e humana. Proteinas, antigenos e
anticorpos sintéticos tém sido empregados com éxito para diagnostico e terapéutica de varias
enfermidades, sendo esses obtidos por meio da manipulacdo do genoma de parasitos,
bactérias, protozoarios, fungos, virus, artropodes e animais peconhentos em geral. A Medicina
Veterinaria, fazendo uso de suas interfaces com os diversos ramos de biotecnologia, e ao
mesmo tempo, incorporando tecnologias ja consagradas na medicina humana, € um vasto
campo para 0 surgimento de alternativas e solucdes tangentes a sanidade, visando o
melhoramento animal, o aumento da produtividade, a erradicacdo de doencas e o controle de

Z00Noses.

Desde a sua descricdo por George Smith, em 1985, a tecnologia de Phage Display, a
exposicdo de biomoléculas em fagos, tem apresentado uma crescente utilizacdo em diversas
areas das ciéncias, por meio da qual diversos produtos sintéticos tém sido obtidos, via de
regra, com a propriedade mimética ou afim a uma estrutura proteica de um organismo vivo.
A técnica envolve a expressao de peptideos, incluindo particulas de anticorpos, na superficie
de virus bacteriéfagos, cuja sequéncia de DNA é manipulada a fim de incluir genes que

codificam para as moléculas proteicas expostas em questéo.

Campilobacteriose Genital Bovina, doenca sexualmente transmissivel causada pela bactéria
Campylobacter fetus subsp. venerealis, é causadora de expressivas perdas econémicas, por
problemas reprodutivos, para a bovinocultura brasileira. E uma enfermidade de dificil
controle em grandes rebanhos, sobretudo onde o sistema de manejo utiliza a monta natural e
touros de repasse. Por se tratar de uma doenca reprodutiva sub-clinica, de sinais pouco
evidentes, quando sua prevaléncia é constatada num rebanho, as perdas econdmicas ja sao

significativas.

O presente trabalho apresenta resultados obtidos a partir da aplicacdo de duas técnicas de
Phage Display com o objetivo de se obter peptideos miméticos a antigenos de C. fetus subsp.
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venerealis e anticorpos monoclonais recombinantes, do tipo scFv, ambos expressos na

superficie de fagos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Campilobacteriose Genital Bovina

A Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) é uma doenca subclinica e de sinais pouco
perceptiveis nos grandes rebanhos, principalmente na auséncia de controles zootécnicos. E
uma doenca de carater venéreo, cuja infeccdo é restrita ao trato genital feminino, sendo os
touros animais assintomaticos quando portadores da bactéria causadora, o Campylobacter

fetus subsp. venerealis. (Pellegrin et al., 1998).

As perdas econbmicas decorrentes da CGB sdo representadas por morte embrionéria,
repeticdo de cios, abortos, vacas vazias no final da estacdo de monta, necessidade de maior
frequéncia na reposicdo de touros, aumento do periodo entre partos, queda na producdo de
bezerros nascidos e producéo de leite (Leite, 1977; Pellegrin, 1999; Lage, 2001).

Nos touros, o prepucio € o habitat do microrganismo, que se mantém predominantemente nas
criptas do epitélio, e tambem nas glandulas do pénis e na uretra distal. Touros jovens sdo
relativamente resistentes a infec¢do, enquanto nos touros mais velhos a frequéncia é maior em
funcdo do aumento do tamanho e do numero das criptas no epitélio do prepucio, o que
proporciona condi¢des de microaerofilia e o crescimento da bactéria (Dekeyser, 1984). Essas
condi¢Oes, aliadas ao fato de serem animais assintomaticos, fazem o0s touros serem
considerados os grandes responsaveis pela difusdo da CGB em rebanhos bovinos (Garcia e
Brooks, 1993).

A transmisséo do C. fetus subsp. venerealis em bovinos é essencialmente sexual, porém pode
acontecer também por sémen contaminado ndo-tratado com antibidticos ou com foémites

contaminados, sobretudo durante as coletas de sémen (Roberts, 1971; Lage e Leite, 2000). O
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comportamento homossexual de touros confinados em alta densidade também permite a
transmisséo de macho para macho (Dekeyser, 1984).

Em vacas e novilhas, C. fetus subsp. venerealis infecta a vagina, a cérvix, o Utero e as tubas
uterinas, de forma ascendente. A patogenia da CGB envolve a colonizacdo e inflamacao do
trato genital pelo microrganismo, sendo que no utero ocorre inibicdo da implantacdo
embrionaria ou a morte do embrido ja implantado. A infeccdo nas fémeas resulta
primariamente em infertilidade temporaria com repeticdo de cio a intervalos aumentados e
irregulares, em geral maiores que 35 dias, decorrente de falhas no desenvolvimento
embrionario, endometrites secundarias, cervicite, salpingite e abortos (menos frequentes),

levando as grandes perdas econémicas supracitadas (Stoessel, 1982; Dekeyser, 1984).

O C. fetus é um bastonete Gram-negativo, curvo, descrito na literatura como espiralado, em
forma de “asa de gaivota”, de letra “S”, ou ainda, de “virgula”. E um microrganismo causador
de doencas nos animais e no homem, sendo classificado em dois sorotipos (A e B), com base
na composicdo do lipopolissacarideo da membrana externa. A espécie pode ser dividida em
duas subespécies, C. fetus subsp. fetus que pode ser do sorotipo A ou B e C. fetus subsp.
venerealis que possui apenas o sorotipo A (Brooks et al., 2004). Sdo bactérias microaerdfilas,
pois necessitam de uma atmosfera rica em CO, (10%) e reduzida concentragcdo de O, (5%)
para seu crescimento (Vandamme, 2000). Possuem um ou dois flagelos polares, sendo sua
motilidade caracteristica melhor observada em microscopia de contraste de fase ou de campo

escuro (Dekeyser, 1984).

Campylobacter sp. possui biomoléculas que sdo imunogénicas e importantes para a
colonizagdo do hospedeiro (Thompson e Blaser, 2000). As principais proteinas encontradas
em C. fetus sdo: flagelo, com peso molecular de 63 kDa; proteinas de membrana externa, de
baixo peso molecular variando de 43 a 44 kDa e glicopolissacarideos com peso molecular de
100 kDa (Dunn et al. 1987). Pode ser encontrada em C. fetus uma camada externa (camada S,
superficial) constituida principalmente de proteinas de alto peso molecular, de
aproximadamente 97 a 149 kDa, denominadas SAP (Surface Array Proteins), que podem ser
modificadas ap0s passagens sucessivas em meio artificial, diminuindo a viruléncia das
amostras (Blaser et al. 1994; Garcia et al., 1995; De Vargas et al., 2002). Variagoes
antigénicas das proteinas de camada S protegem contra a opsonizagdo mediada por anticorpos
e da fagocitose, sendo, entdo, mecanismos evasivos que efetivamente facilitam a persisténcia

do C. fetus no hospedeiro (Garcia et al., 1995). Essas mudancas antigénicas das proteinas SAP
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também podem explicar o fenbmeno observado em vacas portadoras, em que o animal nédo
tem condic¢Bes imunoldgicas de responder prontamente a estas variagdes durante o curso da
infeccdo (Garcia e Brooks, 1993; Garcia et al., 1995, Thompson e Blaser, 2000). Stynen
(2009) verificou que amostras de C. fetus subsp. venerealis passadas seriadamente em
novilhas levam ao aumento gradual de aderéncia e de inducdo de IL-8 em células Hela,
ocorrendo diferencas de expressdo de proteinas entre as amostras sugerindo a interagdo dessas
proteinas com a patogenia.

Estabelecida uma infeccdo em vacas, a classe de imunoglobulinas que aparece primeiramente
é a IgM, seguida da IgA, e por Gltimo da IgG1, que ocorre aproximadamente na 8° semana
apos a infeccdo. Isto indica a importancia da imunidade conferida pela IgA para a resisténcia
a infeccdo natural pelo C. fetus. (Corbeil et al., 1974; Cobo, 2004).

O diagnostico da CGB ¢ realizado principalmente em touros por esses animais estarem
presentes em menor nimero nos rebanhos, além de serem 0s grandes responsaveis pela
disseminacdo da doenga. As técnicas laboratoriais rotineiramente utilizadas para o diagnostico
da infeccdo por C. fetus subsp. venerealis sdo, além do isolamento e identificacdo do
microrganismo, o teste de imunofluorescéncia direta (IFD), que tem sido utilizado para
deteccdo da bactéria em lavado prepucial e muco vaginal (Clark, 1971; Pellegrin, 1999;
Figueiredo et al., 2002), e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Stynen e Lage, 2000),
que é um teste mais especifico e sensivel, porém mais caro e laborioso. Os testes soroldgicos
de aglutinacdo e de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) (Hewson et al., 1985, Hum et al.,
1994) tém sido usados para deteccdo de anticorpos contra C. fetus subsp. venerealis em
amostra de muco vaginal. O teste ELISA Direto para detec¢cdo do microrganismo em lavado
prepucial e muco vaginal foi realizado por Brooks et al. (2004), utilizando anticorpos
monoclonais contra o lipopolissacaridio (LPS) da bactéria, mas os resultados alcancados néo
possuem um bom limite de deteccéo (de 10*a 10° UFC/mL) apesar de utilizarem anticorpos
monoclonais para aumentar a sensibilidade e especificidade. A Imunofluorescéncia Direta
possui uma sensibilidade analitica melhor com uma deteccdo de 10 UFC/mL (Figueiredo et
al., 2002).

As estratégias de controle da CGB incluem o estabelecimento de um programa de
inseminacao artificial na propriedade, a segregacdo de animais jovens e vacinacdo. (Lage e

Leite, 2000). O uso de inseminacdo artificial com sémen de qualidade em vez do uso de



23

touros blogueia a transmissdo da doenca e favorece a erradicacdo da CGB (Stoessel, 1982).
Entretanto, este método é dificil de ser empregado em grandes rebanhos de corte onde
predomina o sistema de criagdo extensivo, devido ao alto custo do processo e de dificuldades
tecnologicas e de recursos humanos. A separacdo de animais jovens para a formacdo de um
plantel de reprodutores livre da CGB também € dificil de ser realizada na pratica, porque é
necessario que ocorra uma segregacdo total dos animais livres da infec¢do daqueles infectado,
0 que geralmente ndo é economicamente viavel (Lage, 2001).

As vacinas contra C. fetus subsp. venerealis sdo fundamentais em rebanhos nos quais a
introdugdo da inseminacdo artificial é dificil (Clark et al.,1974; Eaglesome et al., 1986). A
relacdo custo-beneficio do controle da CGB pela vacinacdo das fémeas é positivo,
demonstrado que o retorno é de cerca de 18 vezes os valores gastos na vacinacdo (Leite,
1977). A vacinacdo melhora a eficiéncia reprodutiva das fémeas, pois ocorre um aumento de
imunidade, mas ndo protege contra a infecgdo, quando em contato com touros infectados
(Frank et al., 1967). Uma &rea de estudo na producdo de vacinas contra doengas venereas é a
vacinacdo na mucosa genital sendo a resposta de anticorpos predominantemente da classe
IgA. As mucosas estdo em contato constante com o meio externo, possuem IgA com
componente secretorio (S-IgA) no epitélio e lamina propria e contém foliculos linfoides

organizados na regido subepitelial (Ogra, 1996).

2.2 - Phage Display

Os fagos filamentosos (M13, f1, fd e outros) pertencem a familia Inoviridae e possuem como
material genético um DNA fita simples (ssDNA) (Brigido e Maranhdo, 2002). Suas particulas
sdo como bastdes flexiveis com aproximadamente 1um de comprimento e 6 nm de diametro,
compostos principalmente por moléculas da proteina pVIII, a principal do capsideo,
arranjadas em forma de hélice (Marvin, et al., 1994). Existem aproximadamente 2700 cOpias
de pVIII nos virions selvagens codificadas pelo gene VIII, e dentro da estrutura helicoidal
encontra-se protegido o DNA do virus. Em uma extremidade da particula existem cinco
copias de cada uma das proteinas plll e pVI (codificadas pelos genes Il e V1), e as proteinas
pVII e pIX na outra extremidade (genes VII e IX) (figura 1). Os peptideos exdgenos, um dos
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objetos da técnica de Phage Display, podem ser fusionados a plll, pVIIl e pVI (Smith e
Petrenko, 1997).
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Figura 1 - Esquema representativo de um bacteriéfago de classe Ff mostrando as proteinas do capsideo
viral e trés modelos de exposicdo de peptideos exdgenos, respectivamente em plll,, pVIII e
simultaneamente em pVII e pIX.(Adaptado: http://www.molgen.mpg.de/~in-vitro/technology.html).

Os fagos infectam uma variedade de bactérias Gram-negativo, como Escherichia coli, as
quais possuem um apéndice filiforme denominado de pilus sexual, por onde bactérias trocam
material genético entre si. A infeccdo € iniciada pela ligacdo da extremidade N-terminal da
proteina plll & extremidade do pilus. Uma das vantagens do uso do bacteriéfago € que estes
ndo geram uma infeccdo litica, mas a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago.
Somente 0 DNA circular de fita simples do fago penetra na bactéria e convertido pela
magquinaria de replicacdo do DNA bacteriano em uma forma replicativa de plasmideo de fita
dupla, a qual sofre constantes replicacdes do DNA circular para gerar DNA de fita simples e
servir como molde para expressdo das proteinas do capsideo e, enfim, novas particulas virais.
(Smith e Petrenko, 1997; Azzazy e Highsmith, 2002).
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Em sistemas de Phage Display nos quais as proteinas plll ou pVIII sdo utilizadas para a
exposicdo de biomoléculas exdgenas, o tamanho do peptideo inserido € limitado, pois
peptideos grandes interferem nas fungfes do capsideo, tornando o fago pouco infectivo. Este
sistema foi criado para a exposicao de pequenos peptideos, de no maximo 30 aminoacidos
(Phizicky e Fields, 1995).

Para que os virus bacteriofagos exponham fragmentos de proteinas acopladas ao capsideo é
necessario que a sequéncia de DNA correspondente seja inserida no genoma do fago. E
justamente esse o principio da constru¢do de uma biblioteca de fagos, que nada mais é que
uma colecdo de um vasto nimero de peptideos randdmicos (10’ a 10° particulas) cujas
sequéncias sdo geradas aleatoriamente por uma variedade de residuos de aminoacidos em
cada posicdo e apresentam-se fundidos a proteinas do capsideo viral. Os peptideos expressos,
em forma linear ou circular, sdo capazes de mimetizar estruturas conformacionais e epitopos
continuos ou descontinuos. A construcdo dessas bibliotecas é feita principalmente pela
insercdo de oligonuclotideos degenerados aleatoriamente e sintetizados quimicamente no gene
gue codifica a proteina do capsideo. O fago M13 tem sido o mais utilizado para a construcéo
de bibliotecas (Sidhu, 2000; Romanov et al., 2001; Azzazy e Highsmith, 2002; Dybwad et al.,
2003).

As bibliotecas de peptideos comerciais de sete e 12 aminoacidos (7 e 12-mer) apresentam
uma complexidade de dois bilhdes de clones independentes, que contém muitas se ndo todas
as 1,28x10° possiveis sequéncias heptapeptidicas e 4,1x10" sequéncias possiveis nas
bibliotecas 12 aminoacidos (NEB, 2009). O sucesso da sele¢do por Phage Display depende da
complexidade da biblioteca, ou seja, a maior diversidade de clones dentro da biblioteca
aumenta a probabilidade de conter sequéncias que ligardo a um determinado alvo com maior
afinidade (Noren e Noren, 2001).

Além das bibliotecas de peptideos, existem atualmente varios tipos de bibliotecas utilizadas
com diferentes propoésitos. As bibliotecas de anticorpos tém sido utilizadas para estudos de
mapeamento das respostas imunolégicas, producdo de anticorpos terapéuticos e outras
aplicagfes (Liu et al., 2002; Groves et al., 2006). Bibliotecas de receptores de células T
(TCR), bibliotecas de peptideos-MHC, e bibliotecas de cDNA vem sendo construidas e

exploradas com diversas finalidades (Sergeeva et al., 2006).
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A construcdo de certas bibliotecas pode requerer o uso de vetores. No caso do fago M13, por
exemplo, ha duas formas de DNA: fita simples (sSDNA), presente no fago selvagem e fita
dupla (dsDNA), conhecida como forma replicante plasmidial, a qual pode ser isolada apenas
em bactérias infectadas e usada para clonar o fragmento desejado para o sistema Phage
Display. Fagemideos (ou fagomideos, ou ainda, fasmideos) sdo os vetores mais usados em
Phage Display e séo hibridos de vetores de fago e de plasmideo. Contém as origens de
replicacdo para o fago M13 em E. coli, além do gene Ill, sitios multiplos de clonagem
apropriados e um gene de resisténcia a um antibiotico. Porém, na falta de outros genes,
estruturais ou ndo-estruturais, a insercdo do fagemideo em bactérias pode requerer uma
infeccdo paralela de um fago auxiliar (helper phage) que ndo contém inserces de DNA
exogeno e prové o cddigo para gerar todas as proteinas estruturais de uma particula viral
inteira. Assim, ao serem eliminados de uma bactéria parasitada, particulas de fagos podem
expor suas proteinas plll, por exemplo, tanto como derivada do fago auxiliar, como na forma
de um polipeptideo plll formado por peptideos fundidos e codificado pelo fagemideo (Mead
et al., 1988; Benhar, 2001; Azzazy e Highsmith, 2002).

Enquanto peptideos muito pequenos expressos em proteinas do capsideo viral podem ser
aderidos a ligantes especificos e serem, por isso, considerados portadores de propriedades
miméticas a moléculas naturais, anticorpos recombinantes sdo exemplos de proteinas maiores
que podem ser amplamente aplicados em Phage Display. Podem ser gerados anticorpos
monoclonais a partir de uma populacdo humana exposta a determinado agente microbiano, ou
a partir de um seleto grupo de pacientes com uma mesma enfermidade, com destaque para 0s
canceres. A hiperimunizacdo de animais com determinado antigeno oferece a possibilidade de
gerarem-se fragmentos de anticorpos com especificidade. Em ambos os casos, a construcdo de
uma biblioteca de anticorpos parte da experiéncia do sistema imunoldgico com o antigeno
alvo, sendo necessario, nesse caso, fazer uso da técnica de transcricdo reversa do mRNA
obtido de linfécitos B do sangue ou mesmo a partir da maceracdo de bacgo. Essas células,
capazes de produzir anticorpos naturalmente, ap0s a captura, apresentacdo e reconhecimento
do antigeno, possuem em seu codigo genético a sequéncia de nucleotideos codificadora para a
cadeia variavel especifica de imunoglobulinas. (Griffith, 1993; Winter et al., 1994; Azzazy e
Highsmith, 2002). Braganza et al.(2011) construiram uma biblioteca de scFV a partir de
cDNA extraido de esplendcitos de cdes imunizados contra parvovirus canino, possibilitando a

selecdo de anticorpos recombinantes com cadeias pesadas e leves, com alta especificidade ao
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virus, também expandindo a metodologia para a espécie canina e revelando a possibilidade de

geracdo de anticorpos mais especificos com vistas a utilizacdo na terapéutica canina.

Por questdes praticas, a biblioteca pode expor no fago apenas a por¢ao Fab’ do anticorpo, que
é formada por uma cadeia leve e uma pesada de cada uma das porcBes constante e variavel da
molécula, ou ainda, expor apenas o fragmento varidvel, formado por uma cadeia leve e uma
cadeia pesada e as regides determinantes de complementariedade (CDR) que detém a regido
especifica do anticorpo chamada de paratopo, ao qual se liga o epitopo do antigeno. O
fragmento variavel recombinante é chamado de scFv (fragmento varidvel de Unica cadeia), em
que as duas cadeias variaveis, leve e pesada, sdo unidas por uma curta sequéncia de
aminoacidos (linker), formando-se, assim, um Unico polipeptideo, mas com disposicdo e
arranjo formando o paratopo especifico, mimetizando o anticorpo natural (figura 2, Azzazy e
Highsmith, 2002).
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Figura 2 — Estrutura de uma molécula de 1gG mostrando os dominios de cadeias variaveis pesadas
(VH) e leves (VL) e cadeias constantes (CH e CL), o dominio de ligagdo do antigeno formado por VH
e VL, onde fica a regido especifica da imunoglobulina (paratopo) e os fragmentos monomeéricos de
anticorpos: Fab, Fv (fragmento variavel) e scFv (fragmento variavel de cadeia Unica). (Adaptado de
Azzazy e Highsmith, 2002)
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A transcricdo reversa permite a obtencdo de DNA e amplificacdo dos genes para as cadeias
variaveis leve (V) e pesada (V). O vetor fagemideo é entdo construido contendo esses genes
amplificados com o gene para o linker entre eles. O vetor é entdo introduzido em E. coli,
sendo a etapa de ligacdo e transformacdo bacteriana muito importante e influente sobre o
tamanho de clones que a biblioteca vai gerar. As bactérias continentes do fagemideo sao entédo
infectadas com o fago auxiliar para, por fim, gerar as particulas inteiras de virus contendo o
fragmentos scFv fundido a plll. (Winter et al., 1994; Neri et al., 1995; Hoogenboom et al.,
1998; Azzazy e Highsmith, 2002).

De posse de uma biblioteca de fagos, a partir de alvos bem estabelecidos, procede-se o
processo de selecdo bioldgica, cujo objetivo é formar subpopulacfes de peptideos oriundos de
fagos, a partir de uma populacgéo inicial, com aumentada aptidao de acordo com critérios pré-
definidos. A mais comum pressdo de selecdo imposta sobre populacdes de peptideos exibidos
em fagos € a afinidade por um receptor-alvo (Smith e Petrenko, 1997). Geralmente, o
receptor-alvo é adsorvido em um suporte solido e a mistura de fagos € incubada sobre o
receptor imobilizado (anticorpos especificos, por exemplo). Os fagos que exibem peptideos
ligantes ao receptor sdo capturados e os fagos ndo ligados sdo eliminados por lavagens com

tampdes (Lunder et al., 2008).

Os fagos capturados apos a selecdo séo infectivos e podem ser amplificados por bactérias. Os
clones de fagos selecionados e enriquecidos apds dois a trés ciclos de selecdo, em que a
afinidade para o receptor-alvo é aumentada podem ser caracterizados individualmente, tanto
pela afinidade, em ensaios imunoldgicos, como ELISA, quanto pela determinacdo da
sequéncia do DNA viral, que contem também a sequéncia da proteina exposta no fago que foi
selecionada (Lane e Stephen, 1993; (Smith e Petrenko, 1997).

Como os fagos séo clonados e caracterizados individualmente, é possivel utilizar uma mistura
complexa de receptores-alvo, tipo imunoglobulinas totais dos soros com milhares de
anticorpos com diferentes especificidades, para selecionar uma ampla variedade de peptideos.
Essa estratégia serve como base para a descoberta de epitopos que € uma estratégia para
identificar peptideos com potencial para diagnostico e vacinas (Folgori et al., 1994; Sioud et
al., 1996).

Muitos grupos de pesquisa tém utilizado Phage Display para a selecdo de peptideos ligantes

as proteinas purificadas com proposito de identificar interaces entre proteinas e mapear seus
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dominios de interacdo. Estes peptideos tém sido também avaliados como agentes de
distribuicdo direta de drogas. Pesquisas tém combinado a sele¢do de bibliotecas randémicas
de peptideos para identificar receptores de superficie celular em conjunto com os seus ligantes
que podem ser diretamente utilizados como protétipos para alvos terapéuticos (Sergeeva et
al., 2006) .

Peptideos considerados alvos para receptores tumorais tém sido identificados, explorados e
utilizados em estudos clinicos, sendo também demonstrado que as células tumorais podem ser
agrupadas por padrdes dos seus ligantes peptidicos, derivados do Phage Display, direcionados
para receptores da superficie celular e diferencialmente expressos (Arap, et al., 1998; Brissette
et al., 2006; Hajitou et al., 2006; Samoylova et al., 2006).

Algumas vezes, a identificacdo de peptideos ligantes provenientes de uma biblioteca
randomica pode servir para descoberta de um ligante natural ainda desconhecido (Smith e
Petrenko, 1997). Peptideos selecionados por Phage Display considerados miméticos
antigénicos de epitopos naturais podem ser utilizados para imunizar animais sadios. Alguns
deles sdo capazes de induzir novos anticorpos que reagem cruzadamente com o epitopo
natural, sendo considerados miméticos imunogénicos. A mimeticidade antigénica e
imunogénica é a base para a descoberta de epitopos com aplica¢fes para o desenvolvimento
de vacinas e plataformas de diagndstico para as doencas (Folgori et al., 1994; Pasqualini et al.,
1995; Sioud et al., 1996).

Os miméticos antigénicos apresentam vantagens sobre os antigenos naturais pois eles sdo
mais simples e mais baratos para descobrir e produzir, além de possibilitarem focalizar uma
especificidade em particular eliminando as possiveis rea¢fes cruzadas nos diagnosticos. Os
mimeéticos podem ser utilizados quando antigenos naturais associados com a doenca sdo ainda
desconhecidos ou dificeis de serem obtidos. Outra possivel aplicagdo seria a utilizacdo dos

miméticos como componentes de vacinas sintéticas (Smith e Petrenko, 1997).

A identificacdo de peptideos por Phage Display pode trazer para a Medicina Veterinaria
grandes avangos, tanto com estratégia terapéutica quanto profilatica. Os tratamentos
antibioticoterdpicos sempre trouxeram riscos de selecdo de amostras resistentes de
microrganismos, fazendo-se necessaria a busca de alternativas, bem como a massiva
imunizacdo de plantéis e rebanhos. Em aves, assim como de uma maneira geral em todas as

espécies animais, a imuniza¢do com vacinas vivas atenuadas sempre foi medida promissora.
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Porém, em pintos e frangos a imunizacao insuficiente causada pela imaturidade do sistema
imunolégico é um ponto limitante Para prevencdo ou reducdo de infecgdes intestinais pode ser
feita a imunizacdo passiva pela administracdo oral de imunoglobulinas, especialmente IgA,
que € o anticorpo secretado por mucosas (Czinn et al.,1993; Enriquez e Riggs, 1998; Wieland
et al., 2004). Para a geracdo de fragmentos Fab de IgA especificos, Wieland et al. (2006)
hiperimunizaram galinhas com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e a partir de
orgdos linféides desses animais obtiveram RNA e desenvolveram o fagemideo pChick3,
montado com genes para a proteina plll do fago M13 e para cadeias pesada e leve daquele
tipo de anticorpo. A propagacao desse vetor em bactérias transformadas, bem como a selecédo
bioldgica e testes imunoldgicos geraram 10 fragmentos diferentes de anticorpos IgA com alta
especificidade para oocistos e esporozoitos do coccideo, mostrando que a geracgao sintética de
anticorpos é eficaz. Coccideos de aves também foram objeto de estudo em selecdes de
peptideos de bibliotecas Ph.D. 7 e 12, as quais resultaram na descoberta do peptideo chamado
PW?2, composto por 12 aminoéacidos e curiosamente reconhecido como capaz de romper a
pelicula de esporozoitos de E. acervulina, E. tenella e Toxoplasma gondii, além de ser
molecularmente similar a peptideos antimicrobianos naturais (Silva Jr. et al., 2002).

Estudos com o virus influenza aviario HON2 demostraram que um peptideo selecionado
proveniente de bibliotecas apresentou significativa atividade anti-viral, inibindo a replicacédo
viral por ligagdo com a proteina hemaglutinina (HA) do virus. De acordo com os resultados,
foi sugerido o uso deste peptideo como agente anti-viral alternativo em substituicdo as drogas

ineficientes atualmente utilizadas (Rajik et al., 2009).

Peptideos mimeticos a proteinas recombinantes dos virus da Leucose Enzootica Bovina
(LEB) e da Anemia Infecciosa Equina (AIE) foram obtidos a partir de bibliotecas comerciais
de 7 e 12 aminoéacidos. A técnica empregada foi eficiente para a descoberta de um peptideo
mimético antigénico que apresenta potencial para ser utilizado como antigeno no diagndstico
da AIE e da LEB, além de servir de base para a construcdo de peptideos sintéticos a partir da

sequéncia de aminodacidos caracterizada (Santos, 2010b).

A identificacdo de peptideos miméticos proporciona outras formas de manipulacdo e
aplicacdo em animais, como na selecdo de um dodecapeptideos muito similar a antigenos de
Avibacterium paragallinarum, o agente causador da coriza infecciosa das galinhas (Wang et

al., 2007). Esse peptideo foi usado para orientar a construcdo de um vetor de E. coli que, ao
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ser inserido no genoma bacteriano promoveu a expressdo de mimetopos na superficie da
membrana celular, e ainda induziu a producdo de anticorpos contra A. paragallinarum em

galinhas imunizadas com a E. coli recombinante.

Proteinas bem identificadas e ja consagradas em testes imunoldgicos podem servir de base
para a selecdo de peptideos em Phage Display que, diferentemente do antigeno original que
mimetizam, ndo tenham reacBes cruzadas com anticorpos especificos para outros agentes. Um
exemplo disso foi a montagem de um vetor fagemideo a partir de fragmento de cDNA
contendo gene para a proteina ndo-estrutural NS1do virus da Doenca da Lingua Azul, o que
resultou na expressdo de diversos peptideos em fagos. Dentre esses peptideos foi possivel
identificar um de 28 aminoacidos bem reconhecido por anticorpos de coelhos contra a NS1 e
ndo reativo a presenca de antissoro contra o virus da Doenca Hemorragica Epizodtica, que

assim como a Lingua Azul, pode acometer ovinos (Plessis et al., 1995).

A exposicdo de peptideos miméticos a uma proteina viral especifica de rotavirus isolado de
suino, a VP7, também foi conseguida a partir do isolamento do gene em cDNA e inclusdo no

genoma de um vetor de fago (Huang et al., 2000).

Streptococcus equi subsp. equi, bactéria causadora do garrotilho, teve uma de suas proteinas
de membrana, a ScIB, identificada como semelhante a peptideos selecionados por Phage
Display, os quais também foram reativos em ensaios imunoldgicos empregando soros de
cavalos doentes. Neste caso, além de toda a descricdo bioguimica e molecular, a técnica
mostrou que o aumento de titulos de anticorpos contra os novos peptideos selecionados em
cavalos convalescentes revela um aumento da expressdo da proteina bacteriana durante a
infeccdo estreptocdcica. Ainda que a funcdo patoldgica e infecciosa da proteina natural ndo
tenha sido determinada, os resultados da aplicacdo dos peptideos que a mimetizam sugerem
sua importancia na patogenia desta doenca e indicam-na como candidata ao desenvolvimento

de vacinas (Karlstrom et al., 2004).

Anticorpos policlonais de soros de pacientes humanos com leishmaniose visceral foram
eficazes na selecdo bioldgica de peptideos miméticos a Leishmania sp., 0s quais apresentaram
grande similaridade a glicoproteinas de membrana do protozoéario, e também foram bem
reativos, com 83% de sensibilidade, em ELISA em que se empregaram soros de cdes com a

zoonose (Almeida et al., 2009).
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Naseem et al. (2010) realcaram a valiosa contribuicdo da técnica de Phage Display para a
identificacdo de mais de vinte peptideos miméticos a Mycoplasma mycoides subsp. mycoides,
0 agente causador da Pleuropneumonia Bovina Contagiosa, de modo que 0s mais reativos a
diversas espécies de micoplasmas empregadas neste estudo sdo candidatos a serem usados
com fins diagnosticos. Esta doenca é um sério problema na Africa Sub-Saariana onde os
rebanhos se infectam e transmitem a bactéria pelo contato animal-animal e tem, até o
momento, como grande entrave para seu controle a falta de um teste diagndstico com alta
sensibilidade. Os testes atuais sdo a fixacdo de complemento e ELISA, que correlacionados
alcancam 64 a 70% de sensibilidade e 98% de especificidade. Por ser uma grave epidemia
bovina local, a amostra de micoplasma usada foi isolada de um surto da doenca ocorrido no
Quénia, 0 que aumenta a chance de anticorpos produzidos contra os peptideos miméticos
serem bem empregados em ensaios diagnosticos, bem como protegerem os rebanhos num

possivel desenvolvimento de uma vacina.

Uma sequéncia de trabalhos envolvendo reconhecimento de mimetopos, comparagfes com
antigenos naturais, producdo de anticorpos e imunizagdes contra o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tém levado a pesquisa com Phage Display a ficar proxima do
desenvolvimento de uma vacina (Souza, 2007; Prudéncio, 2008; Prudéncio et al., 2009a,
2009b, 2011a, 2011b; Souza et al., 2009). Selecionaram-se de bibliotecas de peptideos de sete
ou 12 aminoacidos alguns que apresentaram homologia com proteinas conhecidas do
carrapato e outros com motivos até entdo desconhecidos. A hiperimunizacdo de camundongos
com tais peptideos levou a obtengdo de anticorpos reativos em ensaios imunolégicos em que
se empregaram antigenos do carrapato. Os peptideos identificados auxiliaram, também, na
elucidacéo da atividade reconhecedora de anticorpos scFv obtidos a partir de uma biblioteca
construida, os quais reconhecem também uma das proteinas presentes em extrato total de
carrapatos em fase larval ou adulta. Finalmente, os resultados com a imunizagao de bovinos
com os diferentes peptideos obtidos apresentaram respostas de producdo sérica de
imunoglobulinas. Ap6s uma infestacdo experimental desses animais com larvas do carrapato,
apesar de ndo ter sido observada reducdo da carga parasitaria, teledginas recolhidas dos
animais mostraram queda na ovoposi¢do e escurecimento de coloracdo, sugestivos de danos

hemorragicos sobre o0s tratos reprodutivo e gastrintestinal dos parasitos.

Os resultados, antigos e recentes, das pesquisas que empregaram Phage Display, indicam uma

grande variedade de aplica¢Bes para a técnica, proporcionando a geracdo de avangos na area
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do imunodiagndstico e da terapéutica veterinaria. E uma técnica bem difundida e amparada
pela literatura cientifica especializada, inclusive a brasileira, 0 que alimenta os anseios por
inovacOes que tornem mais faceis e acessiveis a ampliacdo e o0 uso de técnicas laboratoriais
avancadas, com melhor relacdo custo-beneficio, seguridade ambiental e produtividade
cientifica. Por esses motivos, € uma técnica que pesquisadores ainda podem aplicar em muito

no vasto campo das ciéncias veterinarias e agrarias.

3. OBJETIVOS

Objetivo geral:
- Obtencdo de anticorpos monoclonais (SCFVv) e peptideos miméticos a antigenos de

Campylobacter fetus subsp. venerealis pela técnica de Phage Display.

Obijetivos especificos:
- Selecdo de anticorpos monoclonais (scFv) em uma biblioteca de fagos utilizando-se

de C. fetus subsp. venerealis.

- Caracterizacgdo dos anticorpos monoclonais selecionados e avaliagdo de reatividade
contra C. fetus subsp. venerealis.
- Selecédo de peptideos randdmicos de sete aminoacidos em uma biblioteca de fagos

comercial utilizando-se soro hiperimune de coelhos contra C. fetus subsp. venerealis;

- Caracterizacdo dos peptideos selecionados e avaliacdo da reatividade enquanto

antigenos mimeéticos da bactéria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Preparo de material bioldgico

4.1.1 — Amostras bacterianas

As amostras bacterianas utilizadas neste trabalho estdo apresentadas na tabela 1.

Amostras de referéncia do género Campylobacter, estocadas a —80°C foram cultivadas em
agar infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Difco, EUA), acrescido de 5% de sangue equino
desfibrinado, em condig¢des de microaerofilia (5% O, 5% H;, 10% CO, e 80% N,) a 37°C por
48 h (Vandamme, 2000). A pureza das amostras foi avaliada microscopicamente pelo método

de Gram (Laborclin, Parand).

Pré inoculos de E. coli ER2738 foram cultivados em caldo Luria-Bertani (LB, NaCl 1%,
LabSynth, Sdo Paulo; triptona 1%, Oxoid, Inglaterra; extrato de levedura 0,5%, BD, Franca),
suplementado com 20 pg/mL de solucdo hidroalcoolica de tetraciclina (Sigma-Aldrich,
Alemanha) a 37°C por 16h.

Pré-inoculos de E. coli XL1-Blue foram cultivados em meio Super Broth (SB) composto de
peptona de caseina 3% (BD, Franca), extrato de levedura 2% e Acido 3-N-
morfolinopropanossulfonico 1% (MOPS, Sigma-Aldrich, Alemanha) suplementado com 20
pg/mL de solugéo hidroalcodlica de tetraciclina a 37°C por 16 h. Pré-inoculos de E.coli Top
10 foram cultivados em meio LB suplementado com 100 pg/mL de solucéo de estreptomicina
(Sigma-Aldrich, Alemanha) a 37°C por 16 h

Staphylococcus auereus foram cultivadas em caldo LB a 37°C por 16 h. A pureza da amostra

foi avaliada microscopicamente pelo método de Gram.
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Tabela 1 - Amostras de bactérias de referéncia utilizadas nos experimentos.

Espécie Amostra
Campylobacter. fetus subsp. fetus ATCC! 273747
C. fetus subsp. venerealis NCTC? 10354 — P3?
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis LCDC* 17398
C. jejuni subsp. jejuni NCTC 11351 '
C. sputorum biovar paraureolyticus LCDC 6939
C. sputorum biovar sputorum LMG”® 6647
Escherichia coli ER2738°
E. coli Top 10’
E. coli XL1 - Blue®
Staphylococcus auereus ATCC 25923

T — Amostra tipo

1 - American Type Culture Collection, EUA

2 - National Type Culture Collection, Inglaterra

3 - A amostra NCTC 10354 - P3 foi isolada e armazenada pelo Laboratério de Bacteriologia Aplicada do
Depatamento de Medicina Veterinaria Preventiva — Escola de Veterinaria, UFMG (Stynen, 2009) ap6s infec¢do
experimental por via vaginal de novilhas virgens (trés passagens) com a amostra padrdo NCTC 10354.

4 — Laboratory Center for Disease Control, Canada

5 — Laboratorium voor Microbiologic — Rijksuniversiteit Gent, Bélgica

6 - New England BioLabs, EUA

7 — Invitrogen, EUA

8- Stratagene, EUA

4.1.2 - Extragdo de proteinas bacterianas

4.1.2.1 — Extracdo por sonicacao

Colbnias puras da amostra de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3 de placas de agar
BHI foram coletadas com swabs estéreis, ressuspendidas em solucdo salina fosfatada
tamponada (PBS - 0,01M NaHPOQO,, Proquimios, Rio de Janeiro; 0,15M NaCl, pH 7,4) e
padronizadas na escala 10 de McFarland, resultando em volume final de 10 mL. A amostra
foi, entdo, sonicada em gelo por seis ciclos de 30 s, com intervalos de 1 min de repouso, a
uma frequéncia de 70 kHz. A sonicacdo foi avaliada por microscopia Optica por coloracéo
com fucsina fenicada estabelecendo-se um padrdo de 60% de lise das células bacterianas. A
amostra sonicada foi distribuida em aliquotas de 250 pL e estocadas a -80°C. A concentragéo

de proteinas dos antigenos sonicados foi dosada pelo método de Bradford (1976).
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4.1.2.2 - Extracdo com tampdo de lise

Foi feita a extracdo de proteinas de todas as amostras do género Campylobacter (tabela 1),
além de E. coli XL1 blue e S. aureus ATCC 25923. Col6nias de placas de agar BHI-sangue
foram ressuspendidas em tampédo de lise, composto de uréia 8M, thiourea 2M, 4% CHAPS,
dithiothreitol — DTT, 65mM, Tris base 40 mM, e de inibidor de protease (Protease Inhibitor,
GE Healhcare, San Francisco, CA). Em seguida, as amostras foram incubadas por 2 h a
temperatura ambiente. Depois a solucdo passou por um processo de lise mecénica utilizando
uma agulha 26G e o contetdo foi, entdo, centrifugado por 30 minutos a 5000 x g e 0
sobrenadante distribuido em aliquotas e congeladas a — 80° C. A concentragdo de proteinas
extraidas foi dosada pelo método de Bradford (1976).

4.1.3 - Producdo de soro hiperimune em coelhos

Para producdo de soro hiperimune foram utilizados trés coelhos da raca Nova Zelandia de
aproximadamente 2,5 kg (Figueiredo, 2002). Apé6s a coleta de 5 mL de sangue para a
obtencdo de soro pré-imune, os coelhos foram submetidos a uma primeira inoculacdo
intramuscular (IM) constituida de 0,5 mL de adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich,
Alemanha) acrescido de 0,5 mL de suspensdo de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354,

padronizada para o tubo 10 da escala de McFarland em PBS pH 7,4.

Os coelhos receberam outras quatro inoculagdes, intervaladas de uma semana, de 0,5 mL; 1,0
mL; 2,0 mL e 4,0 mL, respectivamente, de suspensdo bacteriana semelhante sem adjuvante,
aplicadas por via endovenosa. Foram feitas sangrias nos animais para analise da
soroconversao pelo teste de aglutinacéo, realizadas com intervalos de 15 dias, iniciando antes
da primeira inoculagdo. Ap6s a obtengdo de titulo >1000 foi realizada puncdo endovenosa de
aproximadamente 30 mL para obtencdo do soro hiperimune.

Durante todos os procedimentos foram adotadas medidas humanitarias para 0 manuseio dos
animais (COBEA, 1996).
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4.1.4 — Coleta de muco cérvico-vaginal

Foram coletadas 11 amostras de muco cérvico-vaginal de novilhas da Fazenda Hélio Barbosa,
em lgarapé, MG e da Fazenda Modelo, em Pedro Leopoldo, MG, ambas da Escola de
Veterinaria da UFMG, cujos rebanhos sdo negativos para CGB. Amostras de 27 novilhas de
rebanho com historico de CGB foram obtidas da Fazenda Nhumirim, Embrapa Pantanal
(Corumba, MS).

A coleta de muco cérvico-vaginal foi feita com absorventes internos femininos (Johnson &
Johnson, S&o Paulo) introduzidos na vagina de novilhas com auxilio de um aplicador
acoplado a um tubo de metal. Os absorventes permaneceram em contato com a mucosa
vaginal por pelo menos 30 minutos e, embebidos de muco, foram colocados em tubos estéreis
e refrigerados. Pela diferenca de peso foi calculado o volume de tampéao (PBS, Tween 20 a
0,05%, pH 7,4) a ser usado para diluir o muco a razdo de 1:10. Adicionado o tampéo diluente,
cada absorvente foi pressionado com um bastéo de vidro estéril, 0 muco diluido foi recolhido,
homogeneizado, dividido em aliquotas e congelado a -20° C.

Durante todos os procedimentos foram adotadas medidas humanitarias para 0 manuseio dos
animais (COBEA, 1996).

4.2 - Selecdo de peptideos miméticos a Campylobacter fetus subsp. venerealis

4.2.1 - Biblioteca de fagos

Para a selecédo de peptideos miméticos a antigenos de C. fetus subsp. venerealis foi empregada
a biblioteca comercial de fagos M13 (Ph. D. — C7C™, New England BioLabs, EUA)
expressando peptideos conformacionais randémicos de sete aminoacidos na por¢do amino-

terminal da proteina plll
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4.2.2 - Acoplamento de 1gG do soro hiperimune em microesferas magnéticas

Para o processo de selecdo de peptideos da biblioteca, foi utilizado acoplamento de IgG do
soro hiperimune de coelhos em microesferas magnéticas (Dynabeads® - Invitrogem — EUA)
com anticorpos monoclonais anti-lgG de coelhos aderidos as suas superficies. Cem
microlitros de suspensédo de microesferas foram lavados em um microtubo com PBS pH 7,4
por trés vezes, por meio da sedimentacdo das microesferas mantendo-se o microtubo em
contato com um anteparo magnético por dois minutos, seguido do recolhimento do
sobrenadante e ressuspensdo na mesma solucdo tampéo e mesmo volume. Em seguida, foram
adicionados 200 pL de soro hiperimune e incubados por 30 min a 2-8°C. Apds nova lavagem,
as microesferas foram ressuspendidas e mantidas de um dia para o outro a 4°C, sob agitacéo
lenta. Os anticorpos ligados as esferas passaram por um tratamento de ligacdo covalente por
meio de lavagem com 1,0 mL de trietanolamina (Garden Quimica, Sdo Paulo) 0,2M, pH 8,2
por duas vezes e ressuspensdo e incubagdo por 30 min a temperatura ambiente, sob agitacdo
rotacional, com solucéo de dimetil pimelimidato diidrocloreto (DMP, ) 20mM, dissolvido em
trietalolamina. Ap6s sedimentacdo e descarte do sobrenadante, a reacdo foi interrompida por
incubacdo com tampdo Tris (25 mM), pH 7,5 por 15 min. Novamente foi feita sedimentacédo
magnética, retirada do sobrenadante e lavagem do sedimento com 1mL de PBS acrescido de
5% de albumina sérica bovina (BSA) por duas vezes e incubacdo com o0 mesmo tampdo por
1h a 37°C, para bloqueio. Em seguida, as microesferas foram copiosamente lavadas com 1,0

mL de PBS Tween 0,1% por trés vezes e ressuspendidas em 200 uL de PBS.

Para comprovar o acoplamento das moléculas de 1gG as microesferas, procedeu-se um Bead-
ELISA. Duas aliquotas de 5 uL. da suspensdo de microesferas foram adicionadas a 50 puL de
anticorpos conjugados com peroxidase diluidos em PBS, sendo uma aliquota com anti-coelho
(Sigma-Aldrich, Alemanha) na diluicdo de 1:5000 e a outra anti-ovino (1:5000) e incubadas
sob agitacdo em um microtubo por 1h, a temperatura ambiente. Uma terceira aliquota foi
adicionada a PBS sem anticorpos, para servir de controle negativo. Em seguida, procedeu-se a
lavagem com PBS-T 0,1% por trés vezes, por meio da sedimentacdo magnética das
microesferas e ressuspensdo final em 50 puL. de PBS. Foram adicionados 50 pL de revelador
cromdgeno TMB (tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich, Alemanha) para reagir durante 5
minutos em cada microtubo e a reacdo foi interrompida com a adigdo de 50 pL de acido
sulfurico (H,SO4) 1M. A leitura da absorbancia foi feita em aparelho espectrofotdmetro a
densidade 6ptica (DO) de 450 nm.
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4.2.3 - Biopannings

4.2.3.1 - Ciclos de selecéo

Foram usados 40 pL de suspensdo de microesferas preparadas para cada ciclo de selecao.
Apo6s sedimentagdo magnética e retirada do sobrenadante foi adicionada a biblioteca de
peptideos, sendo 10 pL da solugdo de fagos diluidos em 200 uL de TBS-T 0,1% (50 mM Tris,
50 mM NacCl, 0,1% Tween 20), A mistura foi homogeneizada e incubada por 30 min em
agitacdo rotacional lenta a temperatura ambiente. Apds sedimentacdo e recolhimento do
sobrenadante, as microesferas foram lavadas 10 vezes com 500 pL de TBS-T 0,1%,

observando-se o periodo de um minuto para a sedimentacdo ante o anteparo magnético.

Foram realizados dois biopannings, entdo, em que diferiram as estratégias de dissociacao
positiva e negativa dos fagos ligados as microesferas entre os ciclos de selecdo. No primeiro
biopanning (I BP), foi feita a subtracdo de inespecificos apenas no primeiro ciclo de selecéo,
enguanto no segundo biopanning (Il BP), a esta etapa foi realizada apenas no terceiro ciclo.

Para dissociacdo de fagos inespecificos ligados as microesferas por competicdo (dissociacéo
negativa) foram adicionados ao sedimento 200 pL soro negativo de coelho diluido (50 pL de
soro mais 150 uL de TBS-T 0,1%) durante 1h a temperatura ambiente e sob agitacdo
rotacional. Apos foi feito o mesmo procedimento de sedimentacdo e lavagem da etapa
anterior.

Para dissociacdo por competicdo dos fagos que permaneceram ligados as microesferas
(dissociagdo positiva) foram adicionados ao sedimento 200 puL de solugdo na concentragao de
0,1 ug/ uL de proteina bacteriana sonicada, com posterior incubacdo a temperatura ambiente

durante 1h sob agitagéo rotacional.

A suspensdo de células e microesferas foi sedimentada magneticamente apenas uma vez, com
a separacao do sobrenadante, chamado a partir de entdo de eluato ndo-amplificado, o qual foi

estocado a 4°C.

Ap0s a realizacdo dos proximos passos, quando entdo é obtido o eluato amplificado, iniciou-

se um segundo ciclo, repetindo-se todo o processo, e ao final deste, iniciado um terceiro e
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ultimo ciclo. Nestes dois outros ciclos, a Unica alteracdo metodoldgica foi a concentracdo do

TBS-T usado, que é de 0,5%, em vez de 0,1% do primeiro ciclo.

4.2.3.2 - Amplificacéo e precipitacdo dos fagos

Uma aliquota de 10 uL do eluato ndao-amplificado foi reservada para posterior titulacdo e o
restante foi utilizado para reamplificacdo em E. coli ER 2738. Para tal, 50 mL de meio (LB)
foram, anteriormente, inoculados com pré-indculo de E. coli ER2738, acrescido de 20 pg/mL
de solucdo hidroalcodlica de tetraciclina (Sigma-Aldrich — EUA) e incubados sob agitacdo a
37°C até que fosse atingida a fase early-log do crescimento bacteriano (densidade dptica,
DOegoo nm de 0,3). Nesse ponto, o eluato ndo-amplificado restante (cerca de 150 pL) foi
adicionado ao meio, o qual foi novamente incubado por 5h sob as mesmas condi¢es. Apos
esse periodo, as suspens@es bacterianas foram transferidas para tubos e centrifugadas (10000
X g, 10 min, 4°C), os sobrenadantes separados por inversdo e novamente centrifugados, a fim
de se obter sobrenadantes mais claros, os quais foram transferidos para outros tubos. Entéo,
foram acrescidos de solucéo de polietilenoglicol (PEG 20% -NaCl 2,5 M, Promega, EUA) em
volume equivalente a 1/6 do volume de sobrenadante obtido e estocados a 4° C, overnight. No
dia seguinte, os tubos foram centrifugados (15 min, 4° C, 10000 x g), o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento dos fagos ressuspendido em 1 mL de TBS e transferido para um
microtubo e centrifugado para retirada das células residuais. O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo, para adi¢do de PEG-NaCl (1/6 do volume). A mistura foi incubada
por 1h em gelo e entdo centrifugada. O sobrenadante foi descartado e o sedimentos foi
ressuspendido em tampdo TBS, sendo assim obtidos o eluato amplificado. Uma aliquota de
10 uL de cada eluato foi reservadas para posterior titulagdo. A partir do eluato de fagos
amplificados um segundo ciclo de selegéo foi feito iniciando-se com a incubacéo deste eluato
com a suspensdo de microesferas, em vez da biblioteca usada no primeiro ciclo, e repetindo-
se todos os procedimentos citados. Ao se obter o eluato amplificado do segundo ciclo, foi

iniciado um terceiro e ultimo ciclo.
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4.2.3.3 - Titulagéo dos fagos dos eluatos

Apobs a realizacao dos trés ciclos dos biopannings, os eluatos amplificados e ndo-amplificados
dos ciclos de selecdo foram plaqueados a fim de se isolar clones e também determinar o titulo,
ou seja, a quantidade de particulas virais de entrada e de saida a cada ciclo dos biopannings.
Para isso, as solucdes de fagos foram submetidas a dilui¢fes seriadas crescentes exponenciais
sob logaritmo 10 em meio LB. Para eluatos ndo-amplificados foram utilizadas as dilui¢cGes de
10" até 10° e para eluatos amplificados, de 10° a 10°. A cada diluicdo foram adicionados 200
uL da cultura de ER2738 na fase mid-log (DOgoo nm 0,5) com répida agitacdo e imediata
incubagdo por exatos cinco minutos a temperatura ambiente. As células bacterianas,
infectadas apds esse periodo, foram transferidas para tubos contendo 3 mL de 4gar-top a 56°C
e espalhadas sobre uma placa de Petri contendo meio LB solido suplementado com IPTG -
Xgal (200 mg/mL , BioBasic, Canadd) e tetracilina (20 ug/mL ). Foi feita uma placa controle
em cada grupo de titulagdes, na qual ndo foram adicionados fagos. As placas foram incubadas
a 37°C de um dia para o outro. As colbnias azuis formadas nas placas, demonstrando a quebra
do substrato X-gal, foram contadas e quantificadas, multiplicando-se o valor da contagem de

coldnias pelo fator de dilui¢do para, assim, obterem-se os titulos de fagos nos eluatos.

4.2.4 - Isolamento de col6nias, amplificacdo em deep well e extracdo de DNA.

As colbdnias azuis de E.coli ER2738 infectadas por fagos das placas de titulagdo foram
isoladas com o auxilio de um palito de madeira estéril e, cada uma, adicionada a um pogo de
uma placa deep well (Eppendorf - Brasil) de 96 pocos, contendo 1,2 mL de meio de cultura
(LB) com E. coli ER2738 em fase inicial de crescimento (DOgoo nm 0,3). Foram usadas duas
placas, uma para cada biopanning, de modo que cada uma teve suas 12 colunas de pogos
dividas em trés partes, por onde foram distribuidas as colonias de cada um dos trés ciclos de
selecdo, a fim de se estimar, posteriormente, a frequéncia dos fagos selecionados em cada

ciclo.

As placas deep well foram incubadas a 37° C sob vigorosa agitacao (300 rpm) e depois de 5h
de crescimento foi separada uma aliquota de 50 uL de cada pogo e congelada com 50 pL de

glicerol 50% a — 80° C, para servirem de back-up. Apo6s mais 19h de incubacdo a 37°C, sob
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agitacdo vigorosa, a placa foi centrifugada por 10 minutos, 4000 x g, a 4°C. Um volume de
800 uL de sobrenadante de cada pogo foi transferido para pocos de placas estéreis, com
posterior adi¢do de 200 uL PEG — NaCl , e incubagdo por 10 minutos em temperatura
ambiente para precipitacdo dos fagos. As placas foram centrifugadas durante 40 minutos, a
4000 x g, a 20°C e invertidas sobre papel absorvente. O sedimento foi ressuspendido em 100
uL de iodeto de sodio (Tris-HCI 10 mM pH:8,0, EDTA 1 mM e Nal 4M) e a precipitacdo do
acido nucléico foi realizada com 250 puL. de etanol absoluto por 10 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram centrifugadas mais uma vez por 40 minutos, 4000 x g, a 20°C, e 0
conteudo das placas descartados, com posterior acréscimo de 150 pL de etanol 70%. Apods
isso as placas foram centrifugadas por mais 15 min, 4000 x g, 20°C e o sobrenadante
descartado. O contetido das placas foi ressuspendido em aproximadamente 20 uL de agua
deionizada. A gquantidade e a qualidade do DNA obtido foram verificadas por amostragem em

eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

4.2.5 - Sequenciamento do DNA

Para a reagédo de sequenciamento do DNA dos fagos, foram utilizados 500ng de DNA molde,
5 pmol do primer -96 gIII (5’- CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e Premix
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A reacgdo de 35 ciclos
foi realizada em um termociclador de placas (MasterCycler-Eppendorf) com o seguinte
protocolo: desnaturacdo (95°C por 20 s); anelamento (50°C por 15 s) e extensédo (60°C por
um minuto). A precipitacdo do DNA sequenciado foi feito com 1 pL de acetato de amonio e
27,5uL etanol absoluto. Em seguida, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 3700 rpm e 0
sobrenadante descartado. Adicionou-se 150uL de etanol 70% ao DNA precipitado e
centrifugou-se por 15 minutos, a 3700 rpm. A solucgéo de etanol foi descartada e a placa foi
pulsada a 800 rpm durante um segundo invertida sobre papel absorvente. A placa foi coberta
por papel aluminio e permaneceu em repouso durante 5 minutos e a partir de entdo, foi
mantida sempre, dessa forma, ao abrigo da luz. Os precipitados resultantes foram
ressuspendidos em 10 ul do tampé&o de dilui¢do padrdo (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Kit. — Amersham Biosciences). A leitura do sequenciamento foi realizada no sequenciador
automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no Laboratorio de Nanobiotecnologia
(UFU), segundo as recomendac@es do software proprio do equipamento (Sequence Analyser,
Base Caller, Cimarron 3.12, Pred 15).
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4.2.6. - Deducdo das sequéncias de aminoécidos dos peptideos

As sequéncias de DNA obtidas foram traduzidas pelo programa DNA2PRO12
(http://relic.bio.anl.gov/dna2prol2.aspx), que é designado para traducdo de sequéncias de
insertos tanto de bibliotecas da New England Biolabs, USA (Ph.D.-12TM or Ph.D.-C7CTM)
quanto de outras bibliotecas de interesse que contiverem as sequéncias inicial e final do vetor,
no caso o bacteri6fago M13. O programa automaticamente localiza a posicdo do inserto,
traduz o mesmo e indica qualquer erro possivel na sequéncia, tais como codons inesperados

Ou erros na sequéncia proxima.

A partir dos resultados, foi determinado o numero de peptideos cujo sequenciamento e
traducdo foram possiveis, a frequéncia (repeticdes) de cada, bem como a distribuicdo de suas
frequéncias nos

trés ciclos de selecdo dos dois biopannings realizados. Os peptideos selecionados foram
paralelamente denominados com suas sequéncias heptapeptidicas de aminoacidos, bem como
por um cddigo designativo do biopanning e do poc¢o da placa deep well de onde fora isolada a
mostra de DNA.

4.2.7 - Amplificagéo dos fagos escolhidos

Uma aliquota de 5 uL do back-up de cada fago foi adicionada a pogos de uma placa deep
well contendo 1,2 mL de meio de cultura de E. coli ER2738 crescida em meio LB (DOgoo nm
de 0,5). A placa foi incubada a 37° C, sob agitacdo, de um dia para o outro, a fim de serem
amplificados em meio de cultura os fagos, isoladamente em cada poc¢o. Apés o crescimento, a
placa foi centrifugada (4000 x g, a 4°C) e aproximadamente 900 pL de sobrenadante foram
transferidos para outra placa deep well, a qual foi selada com adesivo préprio e armazenada a
4° C. Da mesma forma foi realizado o crescimento de uma amostra de fago selvagem M13KE
(New England BioLabs), um fago que ndo expressa proteinas exogenas fusionadas as suas

proteinas.
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4.2.8 - ELISA de captura

Para as reac0es em duplicata, placas de microtitulagdo carregadas (Maxisorp — NUNC, EUA)
foram sensibilizadas com 100 pg/poco de anticorpo monoclonal anti-M13 (GE Healthcare)
diluidos em 50 pL. em tampdo bicarbonato (50mM, pH 9,6) overnight a 4°C. No dia seguinte as
placas foram bloqueadas com tampé&o de blogueio (PBS com 5% de leite desnatado, Nestlé Brasil
Ltda, Sdo Paulo), 300 uL/pogo, por 1h a 37° C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes
com solucdao de lavagem (200 uL. de PBS-T a 0,05) e incubadas com 50 pL/pogo com
sobrenadante de cultura dos fagos selecionados e de cultura de fago selvagem, para controle
negativo, por 1h a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas cinco vezes com solucgdo de
lavagem e incubadas por 1h a 37° C com 50 pL de soros pré e hiperimune (negativo e positivo) de
coelhos (item 4.1.3) na dilui¢do de 1:100 em tampéo de bloqueio. Apds esse periodo as placas
foram lavadas cinco vezes com tampao de lavagem e incubadas com 50 pL de anticorpos
secundarios (anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase, Sigma, EUA), diluidos a 1:5000 em
tampéo de bloqueio, por 1h a 37° C. Depois de cinco lavagens , a ligacdo antigeno/anticorpo foi
detectada pela adicdo de tampdo orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL acrescida de 3% de agua
oxigenada (H.O,). A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 4cido sulfurico 1M. A reatividade foi
obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, EUA) pela leitura a
492nm.

Duplicatas das microplacas foram reservadas, em todos 0s ensaios, para reacfes de controle, em

que foram omitidas as etapas de sensibilizagdo, incubagdo com anticorpos primario e ambas.

Os valores de absorbancia foram analisados a partir do calculo das médias das duplicatas e

comparados frente aos valores de absorbancia do fago selvagem.

4.2.9 - Analise das sequéncias de aminoacidos

A andlise das sequéncias de aminoacidos mais frequentes, a procura por similaridade entre
sequéncias peptidicas e o alinhamento mdltiplo dos peptideos foram realizados utilizando o
programa ClustalW, disponivel on line (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html). As
sequéncias dos peptideos selecionadas foram analisadas quanto a homologia com sequéncias
de proteinas de Campylobacter fetus subsp. venerealis NCTC 10354 (Taxid 983328)
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depositadas no GenBank através do programa BLAST — Basic Local Alignment Search Tool
(Altschul et al., 1990) , disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

4.2.10 - Sintese de peptideos escolhidos

Os cinco peptideos mais reativos nos ensaios preliminares e relevantes quanto a
frequéncia nos biopannings realizados foram escolhidos para serem sintetizados, pela empresa
GenScript (Nova Jersey, EUA). Cada peptideo foi planejado para conter 14 aminoécidos,
sendo os sete da sequéncia aleatoria selecionada nos biopannings com dois residuos de
cisteina com uma ponte dissulfeto entre eles e uma sequéncia GGGS, tal qual ocorre nas
bibliotecas Ph7 conformacionais, além da conjugacdo do -NH, com BSA e amidacéo do C-

terminal.

Os peptideos sintéticos liofilizados foram diluidos na concentracdo de 1 mg/mL segundo as
recomendacfes do fabricante. Dessa forma os peptideos ALASLPL e SLSPVNS foram
ressuspendidos em agua MilliQ, enquanto a LFSPLSA, LSYLFPP e PFASFLS foi
adicionado solvente orgénico, a base de isopropanol, dimetilformamida e ureia 8M. Os
peptideos foram distribuidos em aliquotas para uso posterior e mantido a -20°C.

4.2.11 — Produgdo de soro hiperimune em camundongos e avaliagdo da soroconverséo

Vinte e oito camundongos fémeas, linhagem Swiss, oriundos do biotério Bioitatna (Itatna,
MG), com peso em torno de 28 g e seis semanas de idade foram distribuidos em sete grupos
com quatro em cada. Cinco grupos foram imunizados contra os peptideos sintéticos, um

grupo foi imunizado com BSA e um grupo recebeu placebo (PBS).

Cada camundongo foi inoculado pela via intraperitoneal com 200 puL de emulsao, preparada
com 100 pL de peptideo (25 pg) e 100 puL de adjuvante incompleto de Freund (Sigma-

Aldrich, Alemanha). Foram feitas trés imunizacdes, com intervalos de 15 dias, sendo que cada
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uma foi acompanhada de coleta de sangue do plexo lacrimal, com auxilio de uma pipeta de

vidro, obtendo-se soro para ser usado em imunoensaios para atestar a Soro conversao.

Os soros coletados antes da primeira inoculacéo, e aos 15, 30 e 45 dias foram empregados em
teste ELISA. Placas de microtitulagdo carregadas (Maxisorp — NUNC, EUA) foram
sensibilizadas com 1 pg/poco de cada um dos cinco peptideos e de BSA diluidos em 50 pL em
tampdo bicarbonato (50mM, pH 9,6) overnight a 4°C. No dia seguinte as placas foram bloqueadas
com tampé&o de bloqueio (PBS com 5% de leite desnatado, Nestlé Brasil Ltda., S&o Paulo), 300
puL/poco, por 1h a 37° C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo de lavagem
(200 uL de PBS-T a 0,05%) e incubadas com 50 pL/po¢o com soro dos camundongos de cada
grupo, nas dilui¢Ges de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 por 1h a 37°C. Posteriormente, as placas
foram lavadas cinco vezes com solugdo de lavagem e incubadas com 50 uL de anticorpos
secundarios (anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase, Sigma, EUA), diluidos a
1:5000 em tampdo de bloqueio, por 1h a 37° C. Depois de cinco lavagens , a ligagdo
antigeno/anticorpo foi detectada pela adi¢do de tampdo OPD a 1mg/mL acrescida de 3% de agua
oxigenada (H.O,). A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido sulfurico 1M. A reatividade foi
obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, EUA) pela leitura a
492nm. Como controles de todos os ensaios, foram usados soros dos grupos controles (BSA e

placebo) nas mesmas condicdes.

Apos a realizagdo do ELISA e da verificagdo da soroconversdo, foi feita a eutanasia dos
camundongos. Procedeu-se a anestesia geral com 60 mg/kg de cetamina e 8 mg/kg de xilazina

aplicados por via intraperitoneal, seguida de abertura da cavidade toracica e puncéo cardiaca.

Durante todos os procedimentos foram adotadas medidas humanitarias para o manuseio dos

animais (COBEA, 1996).

4.2.12 — Reatividade dos peptideos sintéticos com soro hiperimune de coelhos

Procedeu-se o ensaio ELISA, tal qual descrito para a triagem dos fagos, descrita no item

4.2.8, porém, fazendo-se a sensibilizacdo das placas, em duplicatas, com 1 ug de cada

peptideo sintético por poco. Também foram, neste imunoensaio, empregados tanto o soro de
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coelhos hiperimunizados contra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354, quanto o soro pré-

imune, como controle negativo.

4.2.13 — Reatividade dos soros hiperimunes de camundongos com C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354 - P3

Procedeu-se 0 mesmo principio metodolégico descrito no item 4.2.12, para a avaliacdo da
soroconversao dos soros hiperimunes de camundongos, porém, as placas de ELISA foram
sensibilizadas com 500 ng por poco, em duplicatas, de extrato sonicado de C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354 - P3.

4.2.14 — Reatividade de muco cérvico-vaginal com os peptideos sintéticos

Os 11 mucos cérvico-vaginais coletados de rebanhos negativos para CGB e os 27 de rebanhos
positivos foram testado em ELISA para selecdo das amostras mais reativas. Para isso, placas
de microtitulagdo carregadas (Maxisorp — NUNC, EUA) foram sensibilizadas com 250 ng de
extrato sonicado C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3 em 100 pL em tampdo
bicarbonato (50mM, pH 9,6) overnight a 4°C. No dia seguinte as placas foram bloqueadas com
tampdo de bloqueio (PBS com 5% de leite desnatado, Nestlé Brasil Ltda., S&o Paulo), 300
uL/pogo, por 1h a 37° C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solucéo de lavagem
(200 uL de PBS-T a 0,05%, leite em p6 desnatado 1%) e incubadas com 100 uL/pogo com muco
cérvico-vaginal, em duplicatas, diluido 1:50 em tampdo de bloqueio, por 1h a 37°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas cinco vezes com solucdo de lavagem e incubadas com
100 pL anti-1gG de bovino (Serotec, EUA), diluidos a 1:500 em tampao de bloqueio, por 1h a 37°
C. Depois de cinco lavagens , foi adicionado 100 pL/pogo do anticorpo conjugado (anti-1gG de
camundongo-peroxidase, Sigma, EUA), diluidos a 1:5000 em tampao de bloqueio, por 1h a 37° C.
Apos mais cinco lavagens, a reacdo antigeno-anticorpos foi detectada pela adicdo de tampao OPD
a Img/mL acrescida de 3% de agua oxigenada (H.O,). A reacdo foi interrompida pela adicdo de
acido sulfdrico 1M. A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, EUA) pela leitura a 492nm.
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Os doze mucos mais reativos neste imunoensaios foram selecionados, junto de dois controles
negativos, para o teste ELISA empregando peptideos sintéticos. Para isso, todo o procedimento
descrito anteriormente foi empregado, porém, fazendo-se a sensibilizacdo das placas de

microtitulacdo carregadas com 1 ug/pogo dos cinco peptideos sintéticos, em duplicatas.

4.3 - Selecdo de anticorpos monoclonais recombinantes (scFv)

4.3.1 - Biblioteca de scFv

Para a selecdo fragmento variavel de anticorpos de cadeia simples (scFv) foi utilizada uma
biblioteca reamplificada desenvolvida no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (Santos, 2010a), construida a
partir de RNA total de leucocitos de pacientes com carcinoma bem diferenciado de tireoide.

Essa biblioteca foi considerada naive para Campylobacter sp.

4.3.2 - Amplificacéo e titulagdo do fago auxiliar

Dez mililitros de meio SB acrescidos de 5 pL de tetraciclina (20 p/mL) foram incubados a 37°
C por 1h, sob agitagdo (250 rpm), com 10 puL de E. coli XL1-Blue (New England BioLabs,
EUA) eletrocompetente. Apos o crescimento, foi inoculada uma col6nia de uma placa de fago
auxiliar VCSM13 (New England BiolLabs, EUA), previamente preparada e estocada e a
cultura incubada por 2h nas mesmas condi¢fes. A cultura foi, em seguida, transferida para
500 mL de meio SB contendo 250 pL de tetraciclina (20 mg/mL) e 700 puL de canamicina
(Sigma-Aldrich — Alemanha) (50 mg/mL) e incubada de um dia para o outro. Apo6s o
crescimento, a cultura foi centrifugada (2500 x g, 15 min), os sobrenadantes incubados a 70°
C para eliminacdo de células restantes e novamente centrifugados. Os sobrenadantes finais

estocados a 4° C.

Para a determinagdo do titulo de fagos auxiliares obtido, 2 uL. de E. coli XL1-Blue
eletrocompetente foram inoculados em 2 mL no meio SB com tetraciclina e incubados a 37°
C, até atingir a DOgoonm 0,3. Um microlitro de dilui¢des seriadas de uma aliquota do meio
com fagos foi adicionado a cultura bacteriana, distribuidas em placas de Petri com meio LB
solido suplementado com tetraciclina (10 pg/mL) e incubadas a 37° C de um dia para o outro.

As colonias de lise formadas nas placas, demonstrando infeccdo das bactérias pelo fago
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auxiliar, foram contadas e quantificadas, multiplicando-se o valor da contagem de col6nias
pelo fator de diluigdo para, assim, obterem-se os titulos de fagos no sobrenadante. O titulo
minimo desejavel de fagos auxiliares a ser usado é 10/ uL.

4.3.3 - Amplificacéo da biblioteca de ScFv

Foi preparada uma cultura de 200 pL de E. coli XL1-Blue eletrocompetente em 50 mL de
meio SB suplementado com 25 pL de tetraciclina (20 mg/mL) incubada a 37° C, sob agitacao,
até atingir-se a DOgoonm 1,0. Em seguida, 10 puL da biblioteca de scFv estoque foram
transferidos para 0 meio e incubado por 1h em temperatura ambiente. ApoOs esse periodo,
destinado a infeccdo das bactérias pelos fagos da biblioteca, foi feita uma aliquota de 500 puL
para posterior definicdo do titulo de entrada da biblioteca. Em seguida, foi feita a
suplementagdo com 10 pulL de carbenicilina (Sigma-Aldrich — Alemanha) (100 mg/mL) e 1
mL de solucdo de glicose 2M e o0 meio de cultura foi incubado novamente a 37° C por 1h.
Mais 15 uL de carbenicilina foram adicionados para outra incubacéo a 37° C por 1h. Apds os
periodos de incubagdo, a cultura foi centrifugada (3000 x g, 10 min). O sedimento bacteriano
foi ressuspendido em 200 mL de meio SB contendo 100 pL de carbenicilina (100 me/mL ) e
100 pL de tetraciclina (20 mg/mL). Foram, entdo, adicionados 10 mL da solug¢do de fago
auxiliar com a titulacdo minima desejavel de 1 x 10'/ uL. Para a amplifica¢do, o meio foi
incubado a 37° C sob agitagdo. Apos 2h, foram adicionados a cultura 140 pL de canamicina

(100 mg/mL) e a incubacao prosseguiu nas mesmas condi¢des até o dia seguinte.

Para a precipitacdo dos fagos amplificados, contendo os fragmentos de scFv, a cultura foi
centrifugada duas vezes (3000 x g, 15 min, 4° C) e 35 mL de sobrenadante foram distribuidos
em quatro tubos de 50 mL acrescidos de 1,4 g de PEG e 1,05 g de NaCl, homogeneizados e
incubados em gelo por 30 min. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 15000 x g por 15
min a 4° C. O sedimento de fagos de cada tubo foi ressuspendido em 350 uL de TBS-BSA 1%
e as suspensdes foram reunidas em um Unico microtubo para a ultima centrifugacdo (14000
rpm, 5 min, 4° C). O sobrenadante final obtido foi separado e mantido em gelo até o comego

do primeiro ciclo do biopanning.
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4.3.4 - Biopannings

Foram realizados quatro ciclos de sele¢do, empregando-se Campylobacter jejuni subsp. jejuni
NCTC 11351, E. coli XL1-Blue e Staphylococcus aureus ATCC 25923 na etapa de subtracdo

de inespecificos e C. fetus subsp. venerealis P3 na selecdo positiva de fagos.

4.3.4.1- Primeiro ciclo

Para a subtracdo de inespecificos, adsorvendo da biblioteca fagos potencialmente reativos
contra outras bactérias, foram usados suspensdes de Campylobacter jejuni subsp. jejuni
NCTC 11351, E. coli XL1-Blue e Staphylococcus aureus ATCC 25923, sendo 100 pL de
cada, na concentracéo de 1 x 10° UFC/ pL. Num mesmo microtubo, os 300 pL de bactérias
foram adicionados de 700 pL de biblioteca amplificada de fagos, do passo anterior, o qual foi
incubado por 1h a temperatura ambiente, sob agitacdo lenta. Em seguida, procedeu-se a

centrifugacdo da suspenséo (14000 x g, 90 segundos) e recolhimento do sobrenadante.

Para a selegdo positiva de fagos, 400 uL. do sobrenadante obtido ap6s a adsorgdo foram
adicionados a 100 pL de suspensdo de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3 na
concentracdo de 1 x 10° UFC/ uL e incubados por 1h a temperatura ambiente, sob agitagao
lenta. Apo6s esse periodo, procedeu-se a centrifugacdo da suspensdo (14000 x g, 90 segundos)
seguida da ressuspenséo do sedimento bacteriano com 200 uL de tamp&o TBS, sendo repetida

essa lavagem por sete vezes.

O procedimento seguinte foi a elui¢do &cida das particulas virais com scFv que permaneceram
aderidas ao sedimento bacteriano, utilizando-se 500 pL de glicina (0,2M, pH 2,2). Ap0s
incubacédo a temperatura ambiente por 10 min, foi feita a centrifugacdo (14000 x g, 5 min) e
recolhimento de todo o sobrenadante. Para neutralizacdo do sobrenadante, apds a eluicéo,
foram adicionados 75 puL de tampao Tris (1M, pH 9,0). Foi obtido, assim o eluato néo-

amplificado do 1° ciclo de selecdo.

Na sequéncia, o eluato ndo-amplificado foi submetido aos mesmos procedimentos relatados

para a amplificacéo da biblioteca, quando foi, ent&o, feita a infec¢do de 50 mL de um meio de
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cultura de XL1-Blue (DOgoonm 1,0) cultivado previamente em meio LB. Apo6s 1h de
incubacdo, foi feita, também, a aliquota de 500 puL para posteriores titulagcdes e em seguida,

repetiu-se todo o procedimento listado no item 4.3.3.

4.3.4.2 — Segundo ao quarto ciclo de selecéo

No dia seguinte, ap6s a precipitacdo dos fagos que figuraram o eluato amplificado do 1° ciclo,

procedeu-se o segundo ciclo de selecdo, em que foi feita, novamente, a subtracdo de
inespecificos do eluato com trés bactérias, seguida da selecdo positiva com Campylobacter
fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3, nas mesmas condi¢des descritas para o primeiro
ciclo de selecdo. Nos dois dias seguintes, a partir da precipitacdo dos fagos e obtencdo dos

eluatos amplificados do 2° e do 3° ciclos, foram realizados, o 3° e 0 4° ciclos, respectivamente.

No 4° ciclo de sele¢do, ap6s a ressuspensdo do sedimento bacteriano em novo meio SB, ndo
foi mais adicionados o fago auxiliar, porém, acrescentaram-se 4 mL de glicose 2% ao meio

de cultura, que permaneceu incubado nas mesma condigdes, até o dia seguinte.

4.3.4.3 — Titulacdo dos eluatos

As amostras da biblioteca amplificada, da cultura bacteriana apés a infeccdo do eluato néo-
amplificado nos dois ciclos de selecdo e do eluato amplificado do 1° ciclo foram submetidos
ao processo de titulacdo. As solucgdes de fagos ou aliquota da cultura foram submetidas a
diluicdes seriadas crescentes exponenciais sob logaritmo 10 em meio LB. Para culturas com
eluatos ndo-amplificados foram utilizadas as diluicdes de 10" até 10* e para a biblioteca e
eluato amplificado do 1° ciclo, de 10% a 10**. A cada diluico foram adicionados 200 pL da
cultura de XL1-Blue (DOgponm 1,0) com répida agitacdo e imediata incubagdo por 15 minutos
a temperatura ambiente. As células bacterianas, infectadas apds esse periodo, foram
transferidas para tubos contendo 3 mL de agar-top a 56°C e espalhadas sobre uma placa de
Petri contendo meio LB sdlido suplementado com IPTG - Xgal (200 mg/mL , BioBasic,

Canadd), tetraciclina (20 mg/mL ), carbenicilina (100 mg/mL ) e glicose 2%. Foi feita uma
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placa controle para cada grupo de titulagdes, em que ndo foram adicionados fagos a cultura de
XL1-Blue. As placas foram incubadas a 37°C de um dia para o outro. As colonias formadas
nas placas foram contadas e quantificadas, multiplicando-se o valor da contagem de coldnias

pelo fator de dilui¢do para, assim, obterem-se os titulos de fagos nos eluatos.

4.3.5 - Extracdo de DNA plasmidial ap6s o quarto ciclo de selecéo

No dia seguinte, apds o crescimento do meio de cultura inoculado com o eluato néo-
amplificado do 4° ciclo dos biopannings, foi sucedida a extragdo do DNA plasmidial das
bactérias E. coli XL1-Blue utilizando-se o kit comercial GenElute™ Plamid Miniprep
(Sigma-Aldrich, Alemanha) .

4.3.6 - Transformacéo de E. coli Top 10 com o DNA plasmidial

O metodo escolhido para transformar as bactérias foi o por choque térmico em cloreto de
calcio (CaCl,), adaptado de Azevedo et al., (2003).

Um pré-in6culo de 500 pL de E. coli da cepa ndo supressora Top 10 (Invitrogen), crescida
durante a noite, foi adicionado a 50 mL de LB suplementado por estreptomicina (Sigma,
EUA) (100 pg/mL ) e incubada a 37° C sob agitagdo até que fosse atingida a densidade Optica
0,3, a 600 nm. Nesse ponto, o crescimento foi interrompido, as células foram centrifugadas
(3000 x g, 4° C, 15 minutos), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em
um tubo com 10 mL de solucdo gelada de CaCl, (50 mM) com suave agitacdo. A partir de
entdo, as células permaneceram sempre em banho de gelo e agua ou a 4° C nas centrifugacdes.
Foi feita outra centrifugacdo, nas mesmas condic¢Ges da anterior, e 0 sedimento de bactérias
foi ressuspendido em 1 mL de CaCl, A suspensdo foi mantida no gelo por 1h. Apds esse

periodo, as células bacterianas sdo consideradas quimiocompententes.
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Em um microtubo, foram adicionados 200 pL de bactérias competentes e 500 ng de
fagomideos do 4° ciclo de selegdo, extraidos na etapa anterior. Esse sistema de transformacao
permaneceu em banho de gelo e &gua por 30 minutos e, em seguida, foi submetido a um
choque térmico, a 42° C por 3 minutos. Logo depois, acrescentou-se 1 mL de meio LB ao

tubo, o qual foi incubado a 37° C por 1h, sob agitacéo.

Cinquenta e 100 pL da cultura de células transformadas foram semeados em placas de meio
LB soélido contendo carbenicilina (100 pg/mL ) e 2% de glicose e incubados a 37° C,

overnight.

Para controle de todas as etapas seguintes, foi empregada uma amostra de E. coli Top 10

transformada com o vetor pPCOMB3xSS sem inserto.

4.3.7 - Producdo de scFv na forma soltvel

Colénias isoladas das placas cultivadas no item anterior foram separados com palitos de
madeira autoclavados e inoculados em pocos de seis placas deep well (pré-indculo), contendo,
em cada um, 1 mL de meio SB suplementado com carbenicilina (100 pg /mL ) e 2% de
glicose, totalizando de 540 col6nias selecionadas. As placas foram seladas e incubada a 37° C

sob agitacéo rotacional (300 rpm), overnight.

No dia seguinte, outras seis placas deep well (placas de expressdo) foram preparadas nas
mesmas condicBes das anteriores. Foram transferidos 50 uL das culturas de bactérias das
placas de pré-indculo para 0s mesmos pogos correspondentes nas placas de expressdo, as
quais foram incubadas a 37° C, sob agitacdo, por 4h. Das placas de pré-inéculo foram
retiradas aliquota de cada poco, adicionadas de glicerol 50% estéril e congeladas em placas de

microtitulacdo a -80° C, configurando, assim, o back-up dos clones isolados no biopanning.

Ap0s o periodo estipulado para a incubacdo da placa de expresséo, esta foi centrifugada (3700
rpm, 4° C, 10 minutos), os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos foram

ressuspendidos com 1 mL de meio SB suplementado com carbenicilina (100 pg/mL ) e 0
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indutor IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopranoside), com uma concentragdo final de 2,5 mM.

A placa de expresséo, entéo, foi incubada a 30° C, sob agitacdo (300 rpm), por 16h.

Em seguida, as placas foram centrifugadas e os sobrenadantes foram transferidos para outra
placa estéril, enquanto os sedimentos, mantidos na placa de expressao, foram ressuspendidos,
em cada poco, com 1 mL de tampéo de lise ( NaH,PO, 50mM, NaCl 500mM, imidazole
10mM), contendo 0,4 mg/mL de lisozima (Calbiochem, EUA). Apds 30 min, as placas foram
congeladas rapidamente e descongeladas por trés vezes e, por altimo, centrifugadas, para

obtencdo do sobrenadante apos a lise do sedimento de bactérias.

4.3.8 - Ensaio de ELISA

4.3.8.1 — Reatividade dos scFv selecionados a C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3

Foram sensibilizadas seis placas de microtitulacdo carregadas (NUNC MaxSorp) com 1,0 pg
de sonicado de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3 por pogo, diluidas em 50 ul de
tampé&o bicarbonato (50mM, pH 9,6), overnight a 4° C, contemplando, assim, os 540 clones

selecionados.

No dia seguinte as placas foram bloqueadas com tampé&o de bloqueio (PBS com 3% de BSA), 300
uL/poco, por 1h. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo de lavagem (200 puL
de PBS-T a 0,05%) e incubadas com 50 pL/poco com sobrenadante do lisado do sedimento de
bactérias por 1h a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas seis vezes com solucdo de
lavagem e incubadas por 1h a 37° C com 50 uL de anticorpos anti-HA conjugado com peroxidase
(GE Healthcare, EUA) diluidos a 1:2500 em tampéao de blogueio, por 1h a 37° C. Depois de seis
lavagens , a ligacdo antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo de tampdo OPD a 1mg/mL
acrescida de 3% de &gua oxigenada (H.0,). A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de acido
sulfurico 1M. A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, EUA) pela leitura a 492nm.
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Pocos das placas foram reservados, em todos 0s ensaios, para reacdes de controle, em que foram
omitidas as etapas de sensibiliza¢do, incubacdo com scFv e ambas, além do emprego da amostra

de E. coli Top 10 negativa para scFv.

4.3.8.2 - Reatividade cruzada dos scFv com outras bactérias

Os 40 clones que apresentaram maiores valores de absorbancia nos ELISA da etapa anterior
foram selecionados para ensaios de reatividade cruzada com outras bactérias. Para isso, as
amostras de scFv isoladas foram empregadas em novo ensaio de ELISA, sob a mesma
metodologia descrita, porém reagindo em placas sensibilizadas com proteinas de E. coli XL1-
Blue e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Pocos das placas foram reservados, em todos os
ensaios, para reagdes de controle, em que foram omitidas as etapas de sensibilizagéo, incubacéao
com scFv e ambas, além do emprego da amostra de E. coli Top 10 negativa para scFv. Os clones
que apresentaram relacdo de absorbancia entre C. fetus subsp. venerealis P3 e as outras duas
bactérias maior que dois (2) foram selecionados para as etapas posteriores dos ensaios. Foi
selecionado um clone altamente reativo contra as trés bactérias testadas nessa etapa para funcionar

como controle positivo das reagdes seguintes.

4.3.9 - Extracdo de DNA plasmidial e PCR

Foi realizada a extracdo do DNA plasmidial dos oito clones selecionados utilizando-se o kit
comercial GenElute™ Plamid Miniprep (Sigma-Aldrich, Alemanha) .

A reacdo de PCR foi feita empregando-se os iniciadores MMB4 (5°GCT TCC GGC TCG
TAT GTT GTG T 3’) e MMB5 (5°CGT TTG CCA TCT TTT CAT AAT 3’), para fins de
amplificagdo do inserto de DNA que codifica as cadeias VH e VL da molécula de scFv
presentes no vetor pPCOMB3Xss. Para cada reacdo foram usados 2 uLL de DNA plasmidial (50
ng/uL), 0,2 uL. de Taq Platinum, 2,5 pL de tampao de PCR 10X, 0,75 uL de MgCl; (50 mM),
0,5 uL de dNTP (10 mM, Invitrogen, EUA), 0,125 pL de cada iniciador e 18,8 uL de agua
ultra-pura (Invitrogen, EUA ), completando o volume total de 25 pL para cada reagdo. Para
controle negativo, uma reac¢ao foi realizada contendo 2 pL de agua ultra-pura, em vez de
DNA. Foram seguidos 0s seguintes parametros para a reagdo em aparelho termociclador
(Veriti 96 well Thermal Cycler, Applied Biosystems, EUA):
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5min—-94°C
25 ciclos
60s—94°C
60s—-54°C
60s—-72°C
10 min-72°C
Os produtos de PCR foram corridos em eletroforese em gel de agarose 1,5 % com brometo de
etidio, juntamente com o marcador padrdo 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, EUA).

4.3.10 - Obtencéo de scFv em grande escala

Os oito clones selecionados nas etapas anteriores foram utilizados para nova inducdo de
expressdo, porém, dessa vez, crescidos em 200 mL de meio SB, nas mesmas condicfes descritas
no item 4.3.9. Ao final do processo, foram obtidos 10 mL de sobrenadante, apds a lise do

sedimento de bactérias E. coli Top 10.

4.3.11 - Purificacdo de scFv por cromatografia de afinidade em HPLC

Foi utilizado Kit HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences), desenvolvido para uma rapida e
reproduzivel purificacdo de proteinas recombinantes expressas com cauda de histidina
(HisTag). O sobrenadante obtido apos a lise do sedimento de bactérias foi filtrado em filtro de
0,45 um (Millipore). A coluna HisTrap de 5 mL foi umidificada pela injecdo de 5 mL de agua
destilada e conectada ao aparelho HPLC (Akta Plus GE Healthcare Life Sciences, EUA). Em
seguida, a coluna foi equilibrada com 10 mL de tampdo de ligacdo (Fosfato 20 mM, NaCl 0,5
M, Imidazole 20 mM, pH 7,4). A amostra foi aplicada a coluna sob fluxo de 1 mL/min até o
volume final de 5 mL por purificacdo. Apds a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com
aproximadamente 80 mL de tampdo de ligacdo para lavagem das moléculas ndo ligantes.
Apos a lavagem, os fragmentos de anticorpos foram eluidos com 20 mL de tampé&o de eluigéo
(Fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazole 500 mM, pH 7,4), que foram coletados em aliquotas
de 1,0 mL. As aliquotas foram armazenadas a 4°C e foi feita a dosagem de proteina pelo
método de Bradford (1976).As fracbes que apresentaram maiores concentracdes proteicas

foram congeladas a -80°C, liofilizadas ¢ ressuspendidas em 100 uL de agua MilliQ. A
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concentracdo final de proteinas de cada amostra purificada foi determinada pelo método de
Bradford.

4.3.12 - Imunoensaios com scFv purificado

Os clones selecionados previamente na primeira etapa de imunoensaios foram empregado
novamente, sob a mesma metodologia descrita no item 4.3.11, porém foi padronizada a
concentragdo de scFv de 2 pg/poco. Nestes ensaios foram observadas a reatividade dos clones
de scFv com outras bactérias do género Campylobacter, além de E. coli XI1-Blue e
Staphylococcus aureus ATCC 25923, ja utilizadas anteriormente (tabela 1). Como controle
negativo, foi usada a amostra de E. coli Top 10 negativa para scFv diluida em tampéo de

bloqueio 1:2.

4.4 - Etica em Experimentacdo Animal

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA, UFMG) sob protocolo de nimero 274/2010, em 23/02/2011.

Durante todos os procedimentos foram adotadas medidas humanitérias para 0 manuseio dos
animais (COBEA, 1996).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Biopanning de peptideos

Neste trabalho, os peptideos identificados foram obtidos a partir da aplicacdo de metodologias
classicas preconizadas pela técnica de Phage Display. Para isso, foi necessario partir de uma
amostra bacteriana caracteristica para a CGB. A escolha da amostra de C. fetus subsp.
venerealis utilizada nos biopannings é consequéncia das experiéncias prévias e de resultados
obtidos por Cotorello (2006), Stynen (2009) e Alves (2010), nos quais ensaios sobre
aderéncia celular, expressao de citocinas, analises protebmicas e ativacdo de receptores da
imunidade inata demonstraram que existem diferencas entre amostras de referéncia mantidas
em laboratério (no caso a C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354) e amostras ativadas
inoculadas e depois isoladas do muco do trato genital de vacas. Mecanismos de viruléncia
necessarios a colonizacdo da mucosa do hospedeiro sao ativados apds a passagem da amostra
bacteriana no animal, como a camada “S”, uma capsula que possui arranjos de subunidades
proteicas, as chamadas proteinas SAP (“Surface Array Proteins”). A camada “S” recobre
estruturas imunogénicas da bactéria, incluindo o lipopolissacarideo (LPS), tornando-o
inacessivel as defesas do hospedeiro. Além disso, a variacdo antigénica das proteinas da
camada “S” protege contra a opsoniza¢do de anticorpos e fagocitose, mecanismos de evasao
que permitem a persisténcia da bactéria no hospedeiro (Garcia e Brooks, 1993; Garcia et al.,
1995).

A amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3 foi cultivada tomando-se o cuidado
para obterem-se antigenos de bactérias passadas em meio de cultivo ndo mais que trés vezes,
para evitar que a expressividade das proteinas, conseguida com a ativagao apos a colonizacdo
da mucosa genital, seja diminuida. Neste presente trabalho, sugeriu-se que, embora o soro
hiperimune empregado tenha sido produzido a partir da imunizagdo de coelhos contra
antigenos da amostra de referéncia parental, a utilizacdo de antigenos obtidos por sonicagédo
da amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3 maximizaria a reacdo antigeno-
anticorpo necessaria as etapas de obtencéo dos eluatos ndo-amplificados no final de cada ciclo

de selecdo dos biopannings realizados para a selecéo de peptideos da biblioteca.

Em funcdo da metodologia escolhida para os biopannings que selecionaram o0s peptideos

mimeéticos a C. fetus subsp. venerealis, fez-se necessario utilizar soro hiperimune, produzido



59

contra a bactéria, como fonte de anticorpos de classe 1gG para serem empregados na selecdo
de peptideos ligados aos fagos da biblioteca comercial. A CGB é uma doenga caracterizada
pela ocorréncia restrita ao trato genital feminino, sem infecgéo sistémica, e portanto, de baixa

soroconversao, caracteristica que limitou o uso de amostras de campo na etapa do biopanning.

A figura 3 apresenta os valores de absorbancia alcancados na leitura espectrofotométrica, apds
a realizacdo do bead-ELISA, na qual foi observada a alta reatividade do anticorpo anti- 1gG de
coelho marcado com peroxidase com as microesferas magnéticas recem acopladas com as
IgG do soro hiperimune de coelhos, e baixa reatividade do anticorpo conjugado inespecifico

(anti-ovino), comparével a do controle negativo feito com tampdao PBS.
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Figura 3 — Gréafico comparativo das absorbancias (DOgsonm) €ncontradas nos Bead-ELISA, em que
foram empregadas microesferas magnéticas carregas com moléculas de 1gG do soro hiperimune de
coelhos e anticorpos anti-coelho peroxidase (1:5000). No controle da reacéo, foi usado anti-ovino-
peroxidase, anticorpo inespecifico, porém marcado com a mesma enzima. Para controle negativo, as
microesferas carregadas foram incubadas com PBS.

A captura de IgG do soro hiperimune pelos anticorpos anti-coelho produzidos em cabras
incorporados as microesferas mostrou-se eficiente visto que houve alta absorbancia
apresentada pelo reconhecimento do anti-lgG aos anticorpos acoplado, se comparado ao
controle (reconhecimento do anticorpo anti-ovino irrelevante). Além disso, a baixa
absorbancia do controle mostra a eficiéncia do bloqueio, garantindo uma boa sele¢do de

peptideos da biblioteca.

Como parte da metodologia do biopanning, a escolha de uma plataforma para favorecer o
contato entre os fagos da biblioteca e os ligantes seletivos € muito importante, visto que ha
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que se garantir concentracGes ideais dos reagentes, bem como a eficiéncia das lavagens e
recuperacdo dos fagos selecionados. As microesferas magnéticas escolhidas séo
caracterizadas como um suporte sélido com ampla variedade de separagdo e de manipulacao
biomagnética. A superficie hidrofilica garante excelentes habilidades de dispersdo e baixas
interacOes ndo-especificas. Apresentam um pequeno tamanho (2,8 um) e uma ampla area de
superficie (2-5 m2/g), tornando-as particularmente adequadas para isolamento de proteinas de
uma amostra, para os bioensaios e para a selecdo de ligantes de afinidade (INVITROGEN,
2008). A reacdo entre o grupamento epoxi e os ligantes de afinidade em geral, como
proteinas, acidos nucléicos e varias pequenas moléculas, tem sido aplicado com sucesso e
ocorre pela via de adi¢do nucleofilica de amino primario ou secundario e de grupamento

sulfidril no anel do grupamento epdxi (Wheatley e Schmidt Jr, 1999).

Ademais, 0 uso de microesferas em biopannings com bibliotecas de Phage Display, conforme
0 preconizado por Fujimura (2010), apresenta a vantagem de se utilizar soros hiperimunes
diretamente na reacdo, sem necessidade de prévia purificacdo de 1gG. Os testes posteriores
(bead-ELISA) comprovam a separacdo de grande quantidade de moléculas dessa categoria de
imunoglobulinas, as quais ja se encontram na plataforma necessaria para a realizacdo dos
ensaios de selecdo bioldgica. A metodologia cléssica de biopanning, tanto para peptideos
randémicos de bibliotecas quanto para selecdo de scFv, emprega a adsorcdo de moléculas de
anticorpos em placas carregadas de microtitulacdo, tal qual o feito em ensaios de ELISA
(Santos, 2010b).

As etapas de subtracdo de inespecificos, com soro pré-imune de coelhos, seguidas de selecdo
positiva com proteina sonicada de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 - P3 também
substituiram a metodologia classica de elui¢do acida, com glicina. Enquanto nesta técnica, em
que tampdo acido de 0,2M de glicna-HCI, pH 2,2, é adicionado a plataforma do biopanning
para desprendimento de todos os fagos selecionados (Santos, 2010b), o contato prévio com
soro pré-imune promove dissociacdo dos fagos que se ligaram a IgG ndo especificas
acopladas as microesferas, por competicdo. Também por competicdo, na etapa seguinte,
proteinas sonicadas adicionadas a suspensdo de microesferas favorecem o desprendimento
dos fagos ligados especificamente as IgG. O sobrenadante da suspensdo, apds essa etapa,
contém fagos especificos selecionados, em cada ciclo. A subtracdo de inespecificos ja tem
sido desenvolvida em pesquisas de carcinoma hepatocelular metastatico (Jia, 2006) e de

cancer de prostata (Mintz et al., 2003).
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Os primeiros resultados de amplificacdo e titulacdo dos eluatos ndo-amplificados, apds o 1°
ciclo do 1° biopanning mostraram o nimero de Unidades Formadora de Col6nias (UFC) por
microlitro muito baixa, quando o esperado era o enriquecimento dos clones selecionados
(tabela 2). Foi sugerido, em principio, que a subtracdo de inespecificos tivesse ocasionado a
perda de muitos clones, uma vez que a especificidade esperada dos peptideos dos fagos aos
ligantes, no 1° ciclo de selecdo € mais baixa, se comparado ao 3° ciclo. Foi por esse motivo
que se optou pela ampliacdo do ensaio, dando-se continuidade ao 1° biopanning, porém
eliminando a etapa de selecdo negativa dos dois ciclos restantes, e iniciando-se um 2°

biopanning, realizado sem a etapa de subtracdo de inespecificos nos dois primeiros ciclos.

Os titulos de entrada e de saida em UFC/ uL , ou seja, a quantidade de particulas virais
empregadas no inicio de um ciclo de selecdo dos dois biopannings e apds a dissociacao final e
obtencdo do eluato ndo-amplificado estdo representados na tabela 2. Em ambos biopannings,
a titulacdo dos eluatos ndo-amplificados e amplificados indicaram o enriquecimento esperado
dos fagos ao longo dos ciclos. Os titulos de entrada dos fagos no biopanning foram sempre
maiores que os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos contra C.
fetus subsp. venerealis ficam ligados as microesferas por interacdo peptideo-anticorpo e o
restante dos fagos com baixa ou sem afinidade sdo removido durante as lavagens. Nas

amplificagdes ocorre o inverso, indicando a eficiéncia do processo.

Neste trabalho foram identificados peptideos considerados miméticos antigénicos de epitopos
das proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 a partir da biblioteca conformacional
de peptideos de sete amino4cidos (New England Biolabs, Ph.D.-C7C™). Essa biblioteca foi
escolhida porque se supde que o reconhecimento das 1gGs do soro hiperimune de coelhos por
peptideos conformacionais seria melhor que por peptideos lineares. Peptideos que incorporam
caracteristicas conformacionais tém implicagdes importantes no desenvolvimento de vacinas e

no reconhecimento dos anticorpos (Sundaram et al., 2004; Dakappagari et al., 2005).
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Tabela 2 — Titulagdo dos fagos (UFC/ pL) no processo de selegdo a partir da biblioteca,
apresentando as concentragdes de entrada e de saida em cada ciclo de selecéo.

Biopanning Ciclo de Titulo de entrada Titulo de saida
selecao UFC/ uL UFC/ uL
1° biopanning 1° 1 x 10™ (biblioteca) 1,5 x 10°
(dissociacdo negativa 20 6,0 x 10° 6,5 x 10°
apenas no 1° ciclo) 30 7,5 x 10° 2,0 x 10°
2° biopanning 1° 1 x 10* (biblioteca) 1,2 x 10°
(dissociacio negativa 20 1,2 x 10%° 1,8 x 10°
apenas no 3° ciclo) 3° 2,2 x 10° 4,0 x 10

Apo6s amplificacdo, purificacdo e extracdo do DNA dos fagos selecionados, 0 sequenciamento
do DNA identificou 48 peptideos diferentes expressos nos fagos, presentes em 88 dos 196
pocos disponiveis. As sequéncias de aminoacidos e suas frequéncias de repeticdo, bem como

a origem, com relacdo ao biopanning e ciclos encontram-se na tabela 3.

Apenas oito dentre os 47 fagos selecionados apresentaram repeti¢cdes de clones: LFSPLSA
(3), LSYLFPP (12), PAPASSF (2), PAPFHVR (2), PFASFLS (17), PSPASSF (4), SLSPVNS
(7), SSAHSYF (2).

Considerar o ciclo de origem de cada clone isolado também foi uma estratégia para verificar o
enriquecimento dos peptideos mais reativos as 1gG de coelho hiperimunizados contra C. fetus
subsp. venerealis, além da titulacdo dos eluatos. Conforme mostrado na tabela 3, 39 das 47
sequéncias peptidicas, deduzidas a partir do sequenciamento do DNA, ndo se repetiram, e tém
suas origens distribuidas de forma heterogénea entre os trés ciclos de selecdo dos dois
biopannings. Os quatro clones que apresentaram maior frequéncia (3/88, 7/88, 12/88 e 17/88)
vieram predominantemente de coldnias isoladas no 1° biopanning. Os peptideos LFSPLSA e
LSYLFPP, que ndo foram encontrados no 2° biopanning, apresentaram um enriquecimento
sugestivo de peptideos que apresentaram alta especificidade desde o 1° ciclo, pois ndo foram
eliminados pela sele¢do negativa com soro pré-imune. Os peptideos PFASFLS e SLSPVNS

também foram isolados, minoritariamente, do 2° biopanning.
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Tabela 3 — Relacdo dos peptideos deduzidos a partir do sequenciamento do DNA, frequéncia

e origem do clone isolado quanto ao ciclo de selecéo e biopanning.

) Sequéncia de aminoacidos ) ) Ciclo de
Fago Frequéncia Biopanning
do peptideo expresso pelo fago selecédo
1 1/88 ALASLPL 1° 3°
2 1/88 GLPPISS 20 20
3 1/88 HVPGALF 20 3°
4 1/88 IGGPLAA 1° 1°
5 1/88 KPHPALT 1° 20
1° 20
6 3/88 LFSPLSA 10 30
10 30
7 1/88 LPLPHRY 20 20
8 1/88 LQFLSRA 20 1°
9 1/88 LRWADHQ 1° 20
10 1/88 LSLPRSH 20 20
11 1/88 LSPFHDL 20 1°
1° 20
1° 20
1° 20
1° 3°
1° 20
1° 3°
12 12/88 LSYLFPP 10 10
1° 3°
1° 3°
1° 3°
1° 3°
1° 3°
13 1/88 LTSPAFH 1° 1°
14 1/88 LYPSSTM 1° 1°
15 1/88 MSPSLSA 1° 20
16 1/88 NLLHSLH 20 20
17 1/88 NLSSSWI 1° 1°
18 1/88 NPASLPV 20 20
19 1/88 NSGMFVR 1° 20
20 1/88 NSPSVTL 1° 20

(continua)
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) Sequéncia de aminoéacidos ) ) Ciclo de
Fago Frequéncia Biopanning
do peptideo expresso pelo fago selecdo
21 2/88 PAPASSF 1° 1°
1° 20
22 2/88 PAPFHVR 1° 1°
20 3°
23 1/88 PDSKAPL 20 1°
1° 3°
1° 3°
1° 3°
1° 3°
1° 20
1° 3°
1° 3°
1° 3°
24 17/88 PFASFLS 10 20
1° 20
1° 1°
1° 1°
1° 3°
1° 20
1° 3°
1° 3°
20 3°
25 1/88 PFGVASS 2° 20
26 1/88 PFSAALS 2° 20
27 1/88 PLSSLPH 1° 1°
28 1/88 PSAGPLR 1° 1°
1° 3°
29 4/88 PSPASSF 1° 3°
1° 20
20 1°
30 1/88 PVAGSFH 1° 20
31 1/88 QTLSRPS 20 3°
32 1/88 QVLSGPN 1° 20
33 1/88 RDISPLA 20 20
34 1/88 SDPKPER 20 1°
35 1/88 SLGLMPR 1° 1°

(continua)



65

(continuacg&o)

) Sequéncia de aminoéacidos ) ) Ciclo de
Fago Frequéncia Biopanning
do peptideo expresso pelo fago selecdo
36 1/88 SLPFPLP 1° 20
1° 1°
1° 3°
1° 1°
37 7/88 SLSPVNS 10 30
1° 3°
20 20
20 3°
38 1/88 SLWSAFA 20 1°
39 1/88 SPWSSLA 20 20
40 2/88 SSAHSYF 2° 3°
20 1°
41 1/88 SSHNSFS 20 1°
42 1/88 SSRPPSV 1° 1°
43 1/88 TLPYPTQ 2° 3°
44 1/88 TPLLSPF 20 3°
45 1/88 VTRGSAW 1° 20
46 1/88 VTTAPFT 1° 3°
47 1/88 WATPAYL 1° 1°

Devido a ocorréncia de repetices de sequéncias de DNA, os testes ELISA foram feitos apos
0 conhecimento da sequéncia de aminoacidos dos clones, deduzidas a partir do
sequenciamento do DNA, pois, de 192 colbdnias isoladas, apenas 88 apresentaram
sequenciamento eficaz, e dos quais foram conhecidas as 47 diferentes sequéncias peptidicas.
O ELISA de captura é um teste que favorece a padronizacdo da quantidade de fagos
envolvidos nos ensaios, pois se fixa a concentracéo de anticorpos anti-fago que sensibilizam a
placa, que por sua vez capturam as particulas virais e as disponibiliza para a reacdo com
soros. Assim sendo, neste ensaio podem ser dispensadas purificacdes e quantificacbes de
fagos, que nesta etapa inicial de triagem sdo numerosos, bem como purificacdo de
imunoglobulinas dos soros a serem testados, ja antes também dispensaveis em funcdo do uso

das microesferas seletivas para 1gG de coelho nos biopannings.
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Os 47 testes de ELISA de captura foram divididos em seis ensaios com sete ou oito fagos em
cada placa, além do emprego do fago selvagem e controles das reacdes realizadas com soros
pré e hiperimune de coelhos. As médias de absorbancias das triplicatas de cada teste foram
comparadas com a leitura do fago selvagem correspondente, para definicdo dos fagos mais

reativos. Os resultados estdo apresentados na figura 4.
Cinco peptideos foram escolhidos como os mais reativos, todos eles, oriundos do terceiro

ciclo de selecdo e apenas um sem repeti¢6es, conforme resumido na tabela 4.

Tabela 4 — Peptideos mais reativos aos testes ELISA de captura e dados de origem com

relacdo aos biopannings

o Sequéncia de aminoacidos Ciclo de
Fago Frequéncia ] _ _
do peptideo expresso pelo fago Biopanning selecdo

1 1/88 ALASLPL 1° 30
2 3/88 LFSPLSA 1° 20
3 12/88 LSYLFPP 10 10, 20¢ 3°
4 17/88 PFASFLS 1°e 20 10,20 3°
5 7/88 SLSPVNS 1°e¢ 20 10, 20¢ 3°

Os ELISA realizados com todos os peptideos se deram pela reacdo dos fagos com soros
hiperimunes (positivos) e pré-imunes (negativos), sendo comparadas as absorbancias obtidas
com as do fago selvagem. Dos cinco peptideos mais reativos, quatro sdo exatamente 0s mais
frequentes selecionados nos biopannings. O peptideo ALASLPL foi isolado de apenas um
clone, oriundo do 3° ciclo de selecdo do 1° biopanning. A maior reatividade desses peptideos
é condizente com suas situacdes no escore de frequéncias e de origem de isolamento no 3°

ciclo de selecdo, pois isso demonstra que foram selecionados devido a alta especificidade.
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Figura 4 — Gréficos das reacGes em ELISA de captura dos 47 peptideos selecionados, com valores
médios das triplicatas, para determinacdo dos fagos mais reativos ao soro hiperimune de coelhos, com
base na absorbancia do fago selvagem e na reatividade ao soro pré-imune de coelhos. Os controles da
reacdo foram feitos mediante a omisséo das etapas de incubacdo com fagos. A linha pontilhada destaca
o valor da absorbéncia equivalente a reatividade do fago selvagem frente ao soro hiperimune, para
comparacgdo com os peptideos de cada placa.
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Em Phage Display, as sequéncias randémicas dos peptideos selecionados sdo comparadas
com as sequéncias dos aminoacidos do ligante natural, e geralmente, varios ligantes
selecionados ndo revelam similaridade com o ligante natural. Estes peptideos que se ligam
especificamente ao local de ligacdo do receptor-alvo, mimetizando o epitopo do ligante
natural sem apresentar similaridade de sequéncia de aminoacidos, sdo conhecidos como

mimetopos (Geysen et al., 1986).

As tabelas 5 e 6 mostram o calculo das frequéncias totais de cada aminoacidos dos 47
peptideos sequenciados e dos 12 peptideos originarios dos terceiros ciclos de selecdo dos dois
biopannings, respectivamente, bem como suas posi¢cBes na sequéncia heptapeptidica. As
maiores frequéncias de aminoacidos, nas duas verificacbes foram de Leucina, Prolina, Serina

e Alanina.

Além de serem avaliados pela reatividade nos ELISA, os peptideos tiveram suas sequéncias
de amino&cidos organizadas em alinhamento, pelo programa Clustal W, a fim de se verificar
as sequéncias mais frequentes, para ajudar a inferir quais seriam os mimetopos a C. fetus
subsp. venerealis (figuras 5 e 6). As sequéncias mais comuns dentre os 47 peptideos
agrupados e alinhados foram ASSF, ASLP, SSLx, SLSx, LSPF, LFxP, LSP, LPL, SLP, PLP e
PLA. O alinhamento dentre os 12 peptideos exclusivamente originarios dos 3's ciclos
apresentou destaque para LFxP, novamente, e também APF. Conforme apresentado nas
tabelas 5 e 6, as sequéncias mais repetidas estdo muito relacionadas aos aminoacidos mais

frequentes nos peptideos.

O genoma completo de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 foi sequenciado e
caracterizado por Stynen et al. (2011) e, disponivel no GenBank (DDBJ/EMBL/GenBank).
Foi uma ferramenta importante para as afericdes de alinhamentos multiplos de
sequéncias (BLAST) e também neste tipo de analise identificou-se participacao daqueles

aminodacidos nos alinhamentos do Clustal W.

Os alinhamentos feitos entre as sequéncias de aminoacidos dos cinco peptideos identificados
como mais reativos identificaram proteinas de Campylobacter fetus subsp. venerealis NCTC
10354 depositadas no GenBank com sequéncias de aminoacidos similares. A tabela 7
apresenta as cinco proteinas identificadas pelo alinhamento com maiores similaridades para

cada heptapeptideo sintético.
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Tabela 5 — Frequéncia dos aminoacidos presentes nos 47 peptideos selecionados nos dois

biopannings, de acordo com a posic¢ao dentro da sequéncia heptapeptidica.

Posicdo dos aminoacidos Frequéncia Frequéncia
Aminoéacidos Total obtida (%) esperada (%)
1 2 3 4 5 6 7

A (Alanina) 1 3 6 5 8 2 7 32 9,73 6,2
C (Cisteina) o 0 0 O O o0 o0 0 0,00 0

D (Aspartato) 0o 3 0 0 1 1 0 5 1,52 3,1
E (Glutamato) o 0 0o o0 o0 1 o0 1 0,30 31
F (Fenilanina) 0O 4 1 3 3 5 5 21 6,38 3,1
G (Glicina) 1 1 4 4 1 0 O 11 3,34 6,2
H (Histidina) 1 0 2 2 3 1 5 14 4,26 3,1
I (Isoleucina) 1 0 1 0 1 0 1 4 1,22 31
K (Lisina) 1 0 0 2 0 0 O 3 0,91 3,1
L (Leucina) 9 10 6 4 6 9 5 49 14,89 9,4
M (Metionina) 1 0 0 1 1 o0 1 4 1,22 3,1
N (Asparagina) 5 0 0 1 0 1 1 8 2,43 3,1
P (Prolina) 10 5 12 10 7 9 2 55 16,72 6,2
Q (Glutamina) 2 1 0 0O o0 o 2 5 1,52 6,2
R (Arginina) 1 1 2 0 2 2 5 13 3,95 9,4
S (Serina) 9 11 7 13 12 8 7 67 20,36 9,4
T (Treonina) 2 4 2 0 O 3 2 13 3,95 6,2
V (Valina) 2 4 0 2 2 2 2 14 4,26 6,2
W (Triptofano) 1 0 3 0 0 1 1 6 1,82 31
Y (Tirosina) 0 0 1 0 0 2 1 4 1,22 3,1

Consenso P S P S P L/IP AJS 329
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Tabela 6 — Frequéncia dos aminoécidos presentes nos 12 peptideos selecionados nos terceiros
ciclos de selecédo dos dois biopannings, de acordo com a posicao dentro da sequéncia

heptapeptidica.

Posicdo dos aminoéacidos Frequéncia Frequéncia
Aminoéacidos Total obtida (%)  esperada (%)
1 2 3 4 5 6 7

A (Alanina) 1 1 3 1 1 0 1 8 9,52 6,2
C (Cisteina) 0 0 0 0O 0 0 O 0 0,00 0

D (Aspartato) 0 O 0 0 0 O 0 0 0,00 3,1
E (Glutamato) 0 0 0 0O 0 0 O 0 0,00 3,1
F (Fenilanina) 0 2 0 1 2 1 3 9 10,71 3,1
G (Glicina) 0 0 0 1 0 0 O 1 1,19 6,2
H (Histidina) 1 0 0 1 1 0 O 3 3,57 3,1
I (Isoleucina) 0 O 0 0 0 0 O 0 0,00 3,1
K (Lisina) 0 0 0 0O 0 0 O 0 0,00 3,1
L (Leucina) 2 3 2 2 2 2 1 14 16,67 9,4
M (Metionina) 0 0 0 O 0 0 O 0 0,00 3,1
N (Asparagina) 0 O 0 0 0 1 0 1 1,19 3,1
P (Prolina) 2 1 3 2 2 4 1 15 17,86 6,2
Q (Glutamina) 1 0 0 0 0 O 1 2 2,38 6,2
R (Arginina) 0 0 0 0 1 0 1 2 2,38 9,4
S (Serina) 2 2 2 3 2 1 3 15 17,86 9,4
T (Treonina) 2 2 1 0 0 1 1 7 8,33 6,2
V (Valina) 1 1 0 o 1 1 o0 4 4,76 6,2
W (Triptofano) o 0 0 0 O 0 O 0 0,00 3.1
Y (Tirosina) 0 O 1 1 0 1 0 3 3,57 3,1

Consenso 4 L AP S 4 P FIS 84
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Tabela 7 - Relacdo de proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 anotadas no
banco de dados do GenBank que apresentaram maior similaridade de sequéncias de
aminoacidos com os cinco peptideos selecionados por Phage Display, conforme alinhamento

feito pelo programa BLAST, e nimeros de acesso.

Peptideo Antigeno Potencial Acesso
hypothetical protein CFV354_1486 ZP18246224
Serine protease ZP18244938
ALASLPL 50S ribosomal protein L22 ZP18245002
rD protein ZP18245671
Proton-translocating NADH-quinone oxidoreductase, chain n, putative ZP18245124
Glycosyl transferase, group 1 ZP18245449
Hypothetical protein CFVV354_1578 ZP18246304
LFSPLSA high affinity branched-chain amino acid ABC transporter, ATP-binding protein ZP18245336
Putative type IV secretion protein ZP18246576
permease YjgP/YjgQ ZP18245214
nickel-dependent hydrogenases B-type cytochrome subunit family protein ZP18245384
putative inner membrane protein YfcA ZP18245664
ABC transporter, permease protein, putative ZP18245204
LSYLFPP thiazole synthase ZP18245041
sodium-dependent transporter ZP18245283
putative permease ZP18245639
Asparagine synthase (glutamine-hydrolyzing) ZP18246449
phospholipase A ZP18245148
PFASFLS RND efflux system, outer membrane lipoprotein CmeC ZP18245080
Bifunctional phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase/IMP ~ ZP18245505
cyclohydrolase
hypothetical protein CFVV354_1212 ZP18245985
cell cycle protein FtsW ZP18245728
SLSPVNS Serine/threonine transporter SstT ZP18245616
glutamate synthase, large subunit ZP18246348
Polyribonucleotide phosphorylase/polyadenylase ZP18246118
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Figura 5 - Alinhamento de 47 peptideos selecionados a partir da biblioteca Ph.D — C7C™ realizado

pelo programa Clustal W.
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8 - QT L SRPS - - - 7
% - - T LPYPTOQ- - 7
40 - - - L F SPLSA- 7
6 LSYLFPP- - - - 7
3% - S - - L SPVNS- 7
1 - T PL L SPF - - - 7
3 - HVPGALTF - - - 7
24 - - - PF ASFL S - 7
46 - - - P - AP FHVR 7
47 -V T T - APFT - - 7
39 - ALASLPL - - - 7
5 - S SAHSYTF- - - 7

Figura 6 - Alinhamento de 12 peptideos oriundos dos terceiros ciclos de selecdo selecionados a partir
da biblioteca Ph.D — C7C™ realizado pelo programa Clustal W. Nos destaques sombreados, as
sequéncias de aminoacidos alinhadas mais frequentes.

Em cada alinhamento foram identificados pelo BLAST pontos de similaridade dos cinco
peptideos com as proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 citadas na tabela 7,

conforme mostrado a seguir.

- Peptideo ALASLPL

-Proteina hypothetical protein CFV354_ 1486

20 24 27
Proteina GLAASLPL

Peptideo ALA-SLPL



- Proteina Serine protease

221 226 232
Proteina TLASLPHYDQDL

Peptideo ALASLP----- L

- Proteina 50S ribosomal protein L22

1 31 37
Proteina MSRAIIKFIRLSPTKARLIADEVQGMNAELALASLSF
Peptideo ---—=---——-——————————————————— ALASLPL

- Proteina rD protein

145 151
Proteina ALGSLPF
Peptideo ALASLPL

- Proteina Proton-translocating NADH-quinone oxidoreductase, chain n, putative

104 109 113
Proteina ALASLAGFGL
Peptideo ALASLP---L
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- Peptideo LFSPLSA

- Proteina Glycosyl transferase, group 1

326 332
Proteina VAEFFSPLNAKEL

Peptideo ---LFSPLSA---

- Proteina Hypothetical protein CFV354_1578

3 9
Proteina MSIFSPLPALQRWVWDFAYFRERFITHAIFFECTDI

Peptideo --LESPLSA--—-—-—————————————————————

- Proteina high affinity branched-chain amino acid ABC transporter, ATP-binding
protein
88 94

Proteina FQNIRLFSSLSVLDNV
Peptideo —----- LFSPLSA-—--
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- Proteina Putative type IV secretion protein

189 192 242
Proteina QLEFSPFSWDNTLEFFNPFDYSIVKDMEYIRIKKLADQIANTIFVAEKEKENDHWVLSAK

Peptideo -LESP-——————————————— LSA-

- Proteina permease YjgP/YjgQ

276 282
Proteina IFFPLFAPLMVLILYY

Peptideo ----LFSPLSA-----

- Peptideo LSYLFPP

- Proteina nickel-dependent hydrogenases B-type cytochrome subunit family protein

24 79 92
LSYLETETETSLYYHAVFGIVFGVATAFRVIWGFIGTKYSKFSDFKFKGIMEYLLPTYSQKKHY TGHNP
LS YL F -~~~ ————— oo o I P

- Proteina putative inner membrane protein YfcA

102 121
Proteina LSYLIPIFLILIFLYTIFSP

Peptideo LSYLFP-——----——————— P



- Proteina ABC transporter, permease protein, putative

247 251 255
Proteina LSFIYLFPA

Peptideo LS--YLFPP

- Proteina thiazole synthase

82 102 126
Proteina LSRELGCGNFIKVEVIRDSKYLEFPDNYETIKATEKLANEGFIVLP

Peptideo LS-————————————————~ s - - - ——————————————— P

- Proteina sodium-dependent transporter

302 306
Proteina LVYWLEPP

Peptideo LSY-LFPP

- Peptideo PFASFLS

- Proteina putative permease

1 8 14
Proteina MNKVNKYLFASFLSTFASLFA

Peptideo --—————- PFASFLS-——-—-——-
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- Proteina Asparagine synthase (glutamine-hydrolyzing)

249 255
Proteina ISDVEFSSFLSGGL

Peptideo ----PFASFLS---

- Proteina phospholipase A

4 10
Proteina MLTILASFLSLN

Peptideo ---PFASFLS—

- Proteina RND efflux system, outer membrane lipoprotein CmeC

337 341 357 361
Proteina IMMPLLDFGRTKNRVELANLEQNASFLSYDK

Peptideo ---P-—-F-—-—-——-—-———-———-——- ASFLS---

- Proteina Bifunctional phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide
formyltransferase/IMP cyclohydrolase

214 223 228
Proteina YGENPHQKGAAYEFDSFLSLNE

Peptideo ----P-------—- FASFLS---
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- Peptideo SLSPVNS

- Proteina hypothetical protein CF\VV354 1212

188 194
Proteina YIQVASLSKVNSNDPF
Peptideo ----- SLSPVNS—----

- Proteina cell cycle protein FtsW

116 121 134
Proteina GISLSPVEFFKIGFVFFLAWSF

Peptideo --SLSPVN---—-—-——————- S—

98 121 134
Proteina SLVPV-—————————————————— EFFKIGEFVEFFLAWSE
Peptideo SLSPV-—————————————————— N-————— === S-

- Proteina Serine/threonine transporter SstT

317 323
Proteina AVTIAVLSLSAVNTLNIQVGFLDAL
Peptideo ——-—--- SLSPVNS-—-—-——————

- Proteina glutamate synthase, large subunit

1157 1168 1173
Proteina MGYKSLDDIIGRNELLSPVESKFDM

Peptideo ----S------—--- LSPVNS—----

889 899 901 905
Proteina SGEGGEANQRLKSPANSQIKQIAS

Peptideo S-———-——-—- L-SPVNS---——--
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- Proteina Polyribonucleotide phosphorylase/polyadenylase

125 135 139
Proteina VVSLNAASVALYLSDIPVNSPVCG

Peptideo --S--------- LS--PVNS----

As sequéncias de aminoacidos de proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354,
alinhadas com as sequéncias heptapeptidicas realcaram sequéncias de até seis aminoacidos,
mostrando boa similaridade. As sequéncias SFL, SLS, FLS e LFP foram as mais prevalentes,
e, novamente, reforcam a importancia de aminoacidos como Serina, Prolina e Leucina na

formacéo desses provaveis mimetopos da bactéria.

Os cinco peptideos avaliados até entdo foram, definitivamente, escolhidos para serem
sintetizados. Sem a reatividade da particula viral do fago, foram empregados em novos
ensaios para predicdo da reatividade, como o ELISA Indireto. Por estarem acoplados a BSA,
0s peptideos foram capazes de induzir a resposta imunoldgica esperada para a producdo de

soro hiperimunes em camundongos, que também puderam ser empregados nos imunoensaios.

A figura 7 apresenta os gréficos da evolucdo da soroconversao dos camundongos imunizados
com 0s cinco peptideos sintéticos selecionados por Phage Display. Aos 45 dias foram testadas
todas as amostras coletadas desde o periodo pré-imune frente a cinco diluigdes. O grupo BSA
serviu como controle, uma vez que os peptideos foram sintetizados acoplados a BSA, por
serem muito pequenos, e sem o qual ndo teriam antigenicidade para necessaria para se

produzir um soro hiperimune.

Os peptideos sintéticos, selecionados a partir dos resultados dos biopannings, foram testados
quanto a reatividade frente ao soro de coelhos hiperimunizados contra C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354, o mesmo usado para a selecdo bioldgica da biblioteca de fagos. A

figura 8 apresenta os valores encontrados em ELISA indireto.

O ensaio de ELISA que verificou a reatividade dos soros hiperimunes produzidos em
camundongos a partir dos peptideos selecionados por Phage Display frente a proteinas
bacterianas de C. fetus subsp. venerealis tem seus resultados mostrados na figura 9
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Figura 7 — Graéficos dos grupos de camundongos representando a evolucdo da producdo de anticorpos
contra os cinco peptideos e BSA de zero a 45 dias por ELISA. Valores médios de absorbancias (DO
490 nm) de duplicatas de pocos sensibilizados com 1ug de peptideo ou BSA; pool de soros dos quatro
camundongos de cada grupo em cinco dilui¢es. No controle, pool de soros de camundongos (1:25) do
grupo Controle, os quais receberam placebo por via intraperitoneal.




82

W soro hiperimune de coelho 1:100 soro pré-imune de coelho 1:100
0,25
0,2 -
£
§0,15 -
o
(]
é 0,1 -
£
<
0,05 -
0 4
ALASLPL LFSPLSA SLSPVNS LSYLFPP PFASFLS

Figura 8 — Grafico representativo das médias das absorbancias (DO 490 ,.,) encontradas por ELISA
Indireto nas reacGes entre soro de coelhos hiperimune (1:100), produzidos contra C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354, e os cinco peptideos selecionados por Phage Display e BSA (1 1g/poco).
No controle de cada reacéo, soro de coelho pré-imune (1:100).
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Figura 9 — Grafico representativo das médias das absorbancias (DO 49 nm) €ncontradas por ELISA
Indireto dos pools de soros de camundongos de cada grupo, sendo cinco respectivos aos peptideos
sintéticos e dois controles, reativos contra 1 pg por pogo de proteinas extraidas por sonicacdo de C.
fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3.
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As amostras de muco cérvico-vaginal de novilhas disponiveis foram, previamente, testadas
em ELISA para identificagdo das mais reativas contra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354
— P3. O gréfico da figura 10 apresenta os resultados, em que se comparam os resultados
obtidos dentre as 27 amostras oriundas de um rebanho positivo para a CGB e 11 amostras de

novilhas de dois rebanhos livres.
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Amostras de muco cérvico-vaginal
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FHB: Fazenda Prof. Hélio Barbosa, Igarapé, MG
FMo: Fazenda Modelo, Pedro Leopoldo, MG

Figura 10 - Gréfico representativo das reaces de ELISA envolvendo amostras de muco cérvico-
vaginal e proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3 (250 ng/poco) obtidas por
sonicagio . A esquerda do graficos, as 27 amostras oriundas da Fazenda Nhumirim, cujo rebanho tem
histérico de CGB. A direita, 11 amostras de novilhas oriundas de duas fazendas livres para a doenga.

A partir dos resultados, 12 amostras de muco foram selecionadas por serem mais reativas e
foram empregadas em ELISA para verificar a reatividade das IgA do muco frente aos
peptideos sintéticos selecionados por Phage Display. As duas amostras menos reativas do
grupo de novilhas de rebanho livre de CGB foram utilizadas para controle negativo. Os

resultados da reatividade de cada peptideo estdo mostrado na figura 11.
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Figura 11 - Grafico representativo das reacdes de ELISA envolvendo 12 amostras de muco cérvico-
vaginal selecionadas por serem reativas contra proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 —
P3 e os cinco peptideos sintéticos selecionados por Phage Display e BSA. No controle negativo, duas
amostras negativas, oriundas de rebanhos livres para a CGB.
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Os resultados mostraram que os peptideos sintéticos foram reconhecidos pelo soro
hiperimune de coelhos (tabela 9), e com menor reatividade frente ao soro pré-imune. O
soro de coelho empregado neste ensaio foi 0 mesmo usado nos biopanning, assim como
0 soro negativo, a partir do que foram selecionados os peptideos, com todos os controles
necessarios das reagdes. O mesmo soro também foi usado nos ELISA pré-screening, pelo
que a dilui¢do do soro escolhida foi a mesma (1:100). E sugestivo que os clones de
anticorpos IgG que reagiram fortemente com os fagos da biblioteca C7C, novamente
tenham encontrado esta interagdo, frente aos peptideos sintéticos, os quais possuem as
mesmas sequéncias heptapeptidicas ligadas a plll dos fagos. Os peptideos sintéticos sao
mais reativos que aqueles apresentados em fagos, se comparados os valores de
absorbancia, e estdo livres da reatividade entre os soros e o fago selvagem, observada
nos ELISA de captura. Esse fato refor¢a o potencial desses heptapeptideos como
candidatos a antigenos vacinais de C. fetus subsp. venerealis, uma vez que além desses

resultados, foram também caracterizados pelas ferramentas de bioinformatica.

A comparacdo da reatividade entre os soros hiperimunes de camundongos frente a
bactéria C. fetus subsp. venerealis, no entanto, ndo mostrou reatividade semelhante entre
os cinco peptideos. Anticorpos IgG de camundongos anti-ALASLPL e anti-LSYLFPP
reagem mais contra antigenos de C. fetus subsp. venerealis, se comparados com o0s
anticorpos dos soros hiperimunes produzidos contra SLSPVNS, LFSPLSA e PFASFLS e
com os controles negativos, mesmo na maior diluicao feita do pool de soros, a 1:400
(figura 9). O soro anti-SLSPVNS apresentou reatividade intermediaria. O resultado, por
si s, ndo permite fazer inferéncias sobre o potencial antigénico e de mimeticidade dos
trés peptideos pouco reativos, porém chama atencao para os dois reativos, tornando-os

mais importantes e possiveis mimetopos de C. fetus subsp. venerealis.

Em Phage Display, a pré-validacdo dos fagos mais reativos geralmente é seguida de uma
validacdo mais criteriosa, a partir de soros de campo ou de pacientes (Arap et al., 1998). Em
se tratando de CGB, uma doenca que cuja infec¢do ocorre no trato genital, amostras de muco
cérvico-vaginal seriam os principais insumos a serem aplicados em ensaios imunoldgicos que
visassem inferir a reatividade dos peptideos selecionados. Outra opcao seria hiperimunizar
vacas por meio de vacinacdo, uma vez que soros e lavados genitais de animais naturalmente

infectados tenderiam a apresentar limitacdes nas reacGes antigenos-anticorpos desejaveis
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analiticamente (Pellegrin, 2001). Van Aert et al. (1977) descreveram que a imunizacdo
sistémica em touros contra C. fetus subsp. venerealis tem um efeito preventivo e curativo e
testes de aglutinagéo do soro e de secre¢des prepuciais de touros vacinados demonstraram a
producdo crescente de IgG, IgM e IgA, esta Ultima apenas na mucosa genital. Quando da
infeccdo, IgA € encontrada na vagina trés a cinco semanas apés, logo em seguida ao
aparecimento de IgM. E a imunoglobulina que apresenta titulo mais alto e persistente por
mais de 40 semanas. E a principal classe de anticorpo responsavel por impedir o inicio da
infeccdo, prevenindo a bactéria de ascender ao Utero, apesar de ndo ser opsonizante. Dessa
forma, a colonizacdo da vagina pode persistir de 6 a 24 meses. O constante estimulo ao
sistema imune local promove niveis elevados de anticorpos, o que permite o retorno da

fertilidade do animal em torno de trés cios apds a infeccdo (Corbeil et al.,1980).

As amostras de mucos que apresentaram maior reatividade com antigenos de C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354 (figura 10) ndo foram copiosamente reativas frente aos
peptideos sintéticos (figura 11). As maiores reagdes, observando-se a diferenca de
absorbancia com controle negativo, foram apresentadas pelas amostras FNh 14, FNh 16
e FNh18, frente ao peptideo ALASLPL (0,065; 0,046 e 0,043, respectivamente), sendo

assim mesmo considerados valores muito baixos.

Os peptideos selecionados por Phage Display, ap6s todos os testes apresentados,
apresentaram similaridade com proteinas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354, em
que sdo reconhecidos como antigenos potencialmente miméticos a bactéria. A avaliacdo
frente a amostras de campo, e a predicao da mimeticidade, dada pela reatividade dos
soros hiperimunes de camundongos anti-peptideos contra a bactéria, conferem aos
heptapeptideos ALASLPL e LSYLFPP a condicao antigenos mais promissores para o

desenvolvimento de imunégenos contra a CGB.
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5.2 - Biopanning de scFv

Os anseios iniciais deste trabalho, em suas duas etapas, muito tém a ver com as metodologias
de diagnostico da CGB. Os testes sorologicos de aglutinacdo e de ELISA (Hewson et al.,
1985, Hum et al.,1994) tém sido usados para deteccdo de anticorpos contra C. fetus em
amostra de muco vaginal. O ELISA direto para detec¢do do C. fetus em lavado prepucial e
muco vaginal foi testado por Brooks et al. (2004), utilizando anticorpos monoclonais contra o
lipopolissacaridio (LPS) de C. fetus. Os resultados alcancados em ELISA descrito por Brooks
et al. (2004) ndo possuem um bom limite de deteccdo (sensibilidade analitica), que é muito
baixo sendo de 10* a 10° UFC/mL, apesar de estar utilizando anticorpos monoclonais para
tentar aumentar a sensibilidade e especificidade, sendo que a imunofluorescéncia direta possui

uma sensibilidade analitica muito melhor (deteccéo de 10> UFC/mL) (Figueiredo et al, 2002).

As principais caracteristicas dos anticorpos monoclonais so a alta afinidade e especificidade
para com o antigeno que induziu a sua formagdo, tornando-se poderosas ferramentas em
diversos campos da biologia celular, fisiologia, biologia molecular, imunologia,
microbiologia e doencas infecciosas, dentre outras. Podem ser utilizados para a localizacédo de
moléculas especificas em células ou tecidos, quantificacbes de antigeno, identificagdo de

molécula em imunoensaios, cromatografia e precipitacdo por afinidade. (Alves, 2006).

Alves et al. (2012) produziram e caracterizaram anticorpos monoclonais contra C. fetus subsp.
venerealis pela técnica de hibridoma de células de mieloma com esplendcitos de
camundongos BALB/c imunizados, os quais eram especificos para uma proteina de uma
banda dominante, de alto peso molecular, a qual também ¢é imunodominante e presente na
membrana externa da bactéria. A producdo de anticorpos monoclonais € muito laboriosa,

tornando o sistema de producdo desses anticorpos monoclonais muito complexos.

A técnica de exposicdo de biomoléculas nos fagos também ¢é utilizada para a construgéo,
selecdo e amplificacdo de fragmentos proteicos com funcbes de anticorpos. Fragmentos
varidveis de cadeia Unica (SCFv) representam a porcdo varidvel de uma imunoglobulina
formada pelas cadeias leves e pesadas. A biblioteca é construida a partir de &cido nucleico
isolado de celulas B ativadas por um determinado antigeno e as cadeias, aleatoriamente
unidas, formam um Unico peptideo, cujo arranjo forma um paratopo e mimetiza o anticorpo
natural (Azzazzy e Highsmith Jr., 2002).
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Neste estudo, partiu-se de uma biblioteca ja estabelecida, produzida a partir de RNA total de
leucdcitos de pacientes com carcinoma bem diferenciado de tireoide (Santos et al., 2010a). O
rearranjo das cadeias leves e pesadas obtidas neste tipo de molécula recombinante formada
por esta técnica permite a variacdo aleatdria de paratopos, tornando uma biblioteca de scFv
ferramenta Gtil para selecdo de ligantes contra qualquer tipo de antigeno (Azzazzy e
Highsmith Jr., 2002).

A utilizacdo de células bacterianas inteiras partiu do principio que diversos biopannings sao
realizados para a sele¢éo de anticorpos scFv que reconhecem células tumorais, pelo anseio de
serem usados como marcadores da presenca de certos canceres em pacientes (Giordano et al.,
2001; Santos, 2010a). Assim sendo, anticorpos scFv que reconhecem especificamente C. fetus
subsp. venerealis poderiam ser usados como ferramentas de diagnostico de infec¢des, com a
vantagem de serem produzidos por uma técnica alternativa a de anticorpos monoclonais por

hibridomas.

Procurando maximizar a selecdo de anticorpos scFv e ampliar a caracterizacdo proteébmica
posterior, neste estudo foi usado também a amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 —
P3. Stynen (2009) relatou, a partir de andlise protedmica, 0 aumento de expressdo de certas
proteinas na amostra (Purine Binding Chemotaxis, Flagelar Hook associated, Possible
Lipoprotein e Methil accepting chemotaxisis) todas relacionadas com a adesdo e a motilidade
da bactéria. O aumento da expressdo poderia condicionar uma maior seletividade de

anticorpos aleatdrios no biopanning que seleciona scFv.

Foram realizados oito ensaios a fim de se obter a titulacdo ideal de fago auxiliar, em Unidades
Formadoras de Placas (PFU) para aplicacdo seguinte no biopanning. Em nenhuma das
tentativas foi conseguida a amplificacdo até a concentracdo de particulas inicial da amostra
padrdo de fago auxiliar (1 x 10" PFU/ pL, Barbas et al., 2001). Os maiores titulos
conseguidos foram 1 x 10°, 2 x 10°%, 6 x 10°, 4 x 10'° e 5 x 10™° PFU/ uL

Apesar de ndo ter sido alcancado o titulo ideal, o emprego dos sobrenadantes produzidos, com
titulos na ordem de 10° e 10", na etapa de amplificacio da biblioteca e do eluato incubado
dos ciclos de selecdo foram eficazes, uma vez que a metodologia original foi adaptada, por
meio da adi¢do de 10 mL de suspensdo de fago auxiliar, cinco vezes mais que o preconizado
(Giordano et al., 2001).
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A metodologia classica de biopanning de scFv, assim como para biblioteca de peptideos,
também é procedida a partir da adsor¢do das moléculas alvo em pocos de microplacas
carregadas. O ensaio em questéo, no entanto, foi feito em microtubo, fazendo-se do sedimento
das bactérias em suspensdo a prépria plataforma para a reacdo antigeno-scFv. A quantidade
de lavagens e centrifugacGes, durante o primeiro ciclo do biopanning foi definidas em um
experimento prévio (resultados ndo divulgados), em que foi realizado todo o procedimento
descrito, exceto pela etapa de subtracdo de inespecificos. Esta etapa, feita em todos os ciclos,
antes da selecdo com C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3, foi idealizada a fim de se
diminuir as reacles cruzadas, muito evidentes no experimento previamente realizado.
Escolheram-se trés bactérias, uma Gram-negativo (E. coli), uma Gram-positivo (S. aureus) e
uma amostra apenas da familia Campylobacteriaceae (C. jejuni subsp. jejuni). Evitou-se
muita variabilidade de bactérias, sobretudo aquelas muito semelhantes ao microrganismo
alvo, para preservar a biblioteca de scFv de uma adsor¢do massiva durante a selecéo negativa.
Também buscando o aumento da especificidade e enriquecimento de clones, minimizando as
reacOes cruzadas, foi preconizada a utilizacdo de quatro ciclos de selecéo, em vez de apenas

dois, como anteriormente praticado.

Foram determinados os titulos de entrada, a partir da titulacdo da biblioteca amplificada no
inicio de cada ciclo, e de saida, a partir das aliquotas de meio de cultivo retiradas apds o
periodo de 1h de incubacdo dos fagos com as bactérias crescidas. A tabela 8 apresenta esses

valores.

Os titulos de entrada e de saida observados nos quatro ciclos de sele¢do dos dois biopannings
demonstram o éxito da selecdo bioldgica, no que tange a passagem das particulas virais da
biblioteca de um ciclo para o outro e sua amplificacdo. Os altos titulos de entrada observados
(entre 10" e 10" indicam que a quantidade de particulas virais de fago auxiliar empregadas
nas amplificagdes da biblioteca e do eluato incubado do 1° ciclo foram suficientes. Os titulos
de saida apresentaram aumento entre os dois ciclos de selecdo de cada biopanning,

demonstrando o enriquecimento dos fagos selecionados.
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Tabela 8 - Titulagdo dos fagos (UFC/uL) no processo de selecdo apresentando as

concentracOes de entrada e de saida em cada ciclo de selecéo.

Ciclo de Titulo de entrada Titulo de saida
selecdo UFC/uL UFC/uL

1° 7,6 x 10" 7,6 x 10°

20 2,4 x 10* 2,0 x 10°

3° 6,3 x 10" 1,8 x 10°

40 2 x 10%° 2 x 10°

A transformacdo de E. coli Top 10 a partir do DNA extraido da cultura bacteriana do 4° ciclo
de selecdo do biopanning foi bem sucedida, a partir do que foi conseguida quantidade
suficiente de colonias nas placas de meio agar LB suplementado com carbenicilina. A
linhagem de E. coli Top 10 ndo-supressora reconhece o codon de parada (TAG) presente no
vetor pPCOMB3XSS utilizado para a construgéo da biblioteca de scFv que foi empregada neste
trabalho, que pela sua posicdo, impede a sintese das proteinas do capsideo viral, produzindo

as moléculas de scFv livres da fusdo a proteina plll do fago (Barbas et al., 2001).

Em experimentos prévios, antes da selecdo de 540 colbnias, ndo houve éxito na obtencéo de
moléculas de scFv no sobrenadante do meio SB, conforme o preconizado pela metodologia
(Barbas et al., 2001). Fez-se necessario buscar uma adaptagdo para investigar a presenca das
moléculas de anticorpos dentro das células bacterianas, em vez de serem secretadas no meio.
O resultado da lise do sedimento de bactérias E. coli Top 10, induzidas com IPTG, mostrou

eficacia na disponibilizacdo destas moléculas.

Os sobrenadantes obtidos apds a lise dos sedimentos de E. coli Top 10 dos 540 clones foram
submetidos ao ELISA, sendo que as placas dos ensaios foram sensibilizadas com proteinas
extraidas por sonicacédo de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3. Neste pré-screening,
visou-se identificar dentre tantos clones os mais reativos. A figura 12, a seguir, apresenta um
grafico que retne todos os 540 resultados, organizados da maior & menor absorbancia.
Concentraram-se as mais reativas moléculas de scFv num seleto grupo de clones, com cerca
de 5% das reacGes (34 clones) apresentando valor de absorbancia maior que 0,200, enquanto

0 maior valor alcancado foi de 1, 084.
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Figura 12 — Valores em ordem decrescente das absorbancias (DO 490 nm) obtidas nas reagdes dos 540
clones selecionados no ELISA pré-screening, no qual 1 pg de antigenos de C. fetus subsp. venerealis
foram empregados para o teste, em reacdo com sobrenadante do lisado de bactérias E. coli Top 10.

Os 40 clones de maiores valores de absorbancia foram selecionados e usados em novo ensaio.
Mantidas as mesmas condigdes de sensibilizagdo, lavagem e diluicdo dos anticorpos,
procedeu-se o teste frente a outras duas bactérias: E. coli XL1 Blue e S.aureus ATCC 25923,
que foram usadas na etapa de subtracdo de inespecificos do biopanning. A figura 13 expde

graficamente os valores de absorbancia obtidos.
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Figura 13 — Gréfico representativo das reacdes de ELISA de 40 clones de scFv contra 1 pg de
proteinas de C. fetus subsp. venerealis, E. coli XL1 Blue e S. aureus 25923. Destaque para o clone
3B9, escolhido para ser controle positivo do ELISA nos demais ensaios, como altamente reativo.
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A escolha dos clones mais promissores para a continuidade da triagem (os mais reativos
possiveis contra C. fetus subsp. venerealis e, concomitantemente, menos reativos contra E.
coli e S. aureus) procedeu-se pelo célculo da razdo entra as absorbancias obtidas nos ELISA.
A figura 14 apresenta os oito clones cujas razdes entre a absorbancia do teste com C. fetus
subsp. venerealis NCTC 10354 e dos testes com as outras duas bactérias foi de no minimo
dois (2).

Razdo entre absorbancias

3 -
W Cfv/Sa
2 — Cfv/Ec
1 - |
0 1 T T T T T
AH8 A4G7 3H6 3H4 AH6

AE4 2B5 1E3
Clones

Cfv — C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 — P3
Sa—S. aureus ATTC 25923
Ec —E. coli XL1 Blue

Figura 14 — Gréfico representativo dos valores das razdes calculadas, para cada clone de scFv, entre a
absorbancia (DO 49 nm) do ensaio ELISA frente a proteinas de C. fetus subsp. venerealis e as
absorbancias dos ELISA contra S. aureus e E. coli. Compdem o grafico os oito clones cujas razbes
calculadas tiveram valor minimo de 2,0.

Os ensaios ELISA realizados com todos os 540 clones de scFv demonstraram que a
reatividade dos isolados aos antigenos bacterianos € reduzida a um numero limitado de
clones. As absorbancias dos clones mais reativos, detectadas em espectrofotémetro, sdo até 20
vezes maior que a dos pouco reativos. Dado o numero elevado de amostras, foi possivel
observar, dentre 0s mais reativos, diversos padrbes de reatividade, ao se fazer novo ELISA,

empregando, agora, E. coli e S. aureus.

Como forma de comprovar a eficiéncia do processo na selecdo de clones que expressam

moléculas de scFv, foi verificada a presenca do inserto de DNA, equivalente as cadeias VH e
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VL da molécula de anticorpo monoclonal recombinante, por meio e PCR. A figura 15
apresenta gel de eletroforese 1,5% contendo o fragmento de DNA scFv amplificado,
demonstrando que todos os oito clones escolhidos a partir dos resultados de ELISA possuem
0 vetor pPCOMB3Xss contendo o inserto, conforme consta na biblioteca de fagos contruida
por Santos (2010).

—

Aprox. 800 pb

Figura 15 — Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, indicando os fragmentos de DNA de
cadeias pesada e leve de scFv amplificados pela reagdo de PCR, a partir do DNA plasmidial (vetor
pCOMB3Xss) dos oito clones selecionados apos os testes de ELISA.

M — marcador de 100 pb (Invitrogen, EUA); C — controle negativo; 1 — clone 3H6; 2 — 4E4; 3 — 3H4;
4 -1E3;5-2B5; 6 —4H8; 7 - 4G7; 8 — 4H6

Foram realizados os processos de crescimento e inducgéo da expressdo, em volume de 200 mL
de meio SB, para os oito clones selecionados na etapa anterior, para o clone 3B9 e para a
amostra de E. coli Top 10 do controle negativo, a que contém o vetor pPCOMB3XxSS, porém
sem incerto de genes de cadeias pesadas e leves de scFv. A purificagdo em cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) e a liofilizacdo, seguida de ressuspensao do produto
liofilizado em agua MilliQ, resultou em amostras de 500 uL de volume, com concentragdes
que variaram de 0,4 mg/mL a 1,7 mg/mL.

Para a etapa posterior, em que os clones de scFv precisam ser triados contra um painel de
varias bactérias, foi possivel padronizar, a partir das amostras de scFv purificadas, a

concentracdo de anticorpos usada nos ELISA seguintes. Em experimentos prévios, o clone
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3B9, 0 mais reativo contra as bactérias testadas, foi usado em diversas concentrac@es, a fim de
se determinar com qual delas seriam obtidos valores de absorbancia tal qual foram obtidos nas
etapas anteriores quando se usou o extrato centrifugado apos a lise do sedimento de bactérias.

Para a verificacdo da reatividade dos clones de scFv frente a outras bactérias, foram
escolhidas amostras de referéncia em funcdo de suas prevaléncias e habitats (tabela 1). C.
sputorum biovar sputorum é comensal do prepucio do touro podendo ser encontrado nos
lavados prepuciais e até ser confundido com C. fetus subsp. venerealis (Vandamme, 2000).
C. fetus subsp. fetus é habitante do trato gastrointestinal de bovinos, mas também pode ser
encontrado no prepucio de touros e como agente de aborto em bovinos (Thompson e Blaser,
2000). C. fetus subsp. fetus é genética e antigenicamente mais proxima de C. fetus subsp.
venerealis; (Stoessel, 1982;Vandamme, 2000), porém, a amostra utilizada (C. fetus subsp.
fetus ATCC 27374) é do sorotipo B, diferente de todas as amostras de C. fetus subsp.
venerealis , que sdo do sorotipo A. C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, que também é
uma bactéria intestinal, é a espécie mais proxima geneticamente de C. fetus (Wesley et
al.,1991). C. sputorum biovar paraureolyticus e C. jejuni subsp. jejuni completam a lista de
bactérias da mesma familia taxonémica. E. coli e S. aureus reaparecem na abordagem, apos

terem sido usadas nas fases de triagem.

Partindo das solucdes de scFv purificadas, foram usados 2 pg de scFv por pogo, diluidos nos
50 ul de solugdo de bloqueio (etapa de reacdo de anticorpos primarios), para as reacées em
duplicatas, contra todas as amostras bacterianas do experimento, constantes na tabela 1. A
figura 16 traz os valores obtidos pelo clone 3B9, e a comparagdo com os valores do controle
negativo, indicando valores altos de absorbancia. A figura 17 retne todos os demais clones,
em graficos que expdem o desempenho de cada scFv diante de cada bactéria, também
comparando ao valor do controle negativo. Os resultados mostraram que, a exemplo do que
ocorreu no processo de escolha destes clones, a reatividade frente a E. coli e S. aureus foi
mais baixa comparando-se as demais. No entanto, os valores de absorbancia para bactérias do
género Campylobacter testadas nestes ensaios foram muito variaveis, por vezes tdo altos
guanto os encontrados para C. fetus subsp. venerealis, revelando, assim, grande ocorréncia de

reagOes cruzadas.

Os resultados dos ELISAS mostraram que a reatividade cruzada foi muito alta e variada entre

as bactérias da familia Campylobacteriaceae. Os clones de scFv foram escolhidos por serem
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menos reativos, relativamente, contra E. coli e S. aureus, na etapa anterior de triagem. Porém,
esse padrdo ndo se repetiu para o clone 4E4, diante de S. aureus, e para os clones 2B5, 3H4 e
4H8 em relacdo a E. coli. Houve clones que reagiram mais com C. fetus subsp. fetus se

comparado a espécie principal, como foi o caso de 4H6 e 3H6.

H3B9 ' controle

1
£08 -
5 0 6 _
o r
004 -
a
20,2 -
0 ] T T T T T
& 3\ 0‘9" R -:‘F\Q d o @}"
& L)Q;)

cfv — Campylobacter fetus subsp. venerealis P3

cff — C. fetus subsp. fetus ATCC 27374

css - C. sputorum biovar sputorum LMG 6647

csp - C. sputorum biovar paraureolyticus LCDC 6939

chh - C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis LCDC 17398
cjj - C. jejuni subsp. jejuni NCTC 11351

Figura 16 — Reatividade da amostra de scFv purificada 3B9 e do controle negativo em ELISA contra
seis bactérias do género Campylobacter, E. coli XL1 Blue e S. aureus ATCC 25923.

Para fins de avaliacdo dos resultados obtidos, foram calculadas a razdo e a diferencga entre as
absorbancias encontradas nos ELISA, em relacdo ao controle negativo, para cada uma das
oito amostras de scFv testadas nessa etapa do trabalhao, conforme mostrado nas figuras 18 e
19. Valores mais altos tanto na razdo quanto na subtracao entre a absorbancia da amostra e do

controle negativo indicam maior diferenca nos resultados, o que foi alcancado por todos os
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clones nas reacbes contra C. fetus subsp. venerealis. Os clones 3H6 e 4H6 foram mais

reativos contra C. fetus subsp. fetus ATCC 27374, dentre todas as bactérias usadas no ensaio.

Dentre as bactérias usadas na etapa de subtracdo de inspecificos do biopanning, houve
reatividade mais alta por parte dos clones 1E3 e 2B5 contra C. jejuni subsp. jejuni, e do clone
4E4 contra S. aureus ATCC 25923. Pode-se considerar atipicos estes resultados, frente aos
demais, em que se observou, em geral, reatividade baixa contra C. jejuni subsp. jejuni NCTC
11351, S. aureus ATCC 25923 e E. coli XL1 Blue.

Os clones 3H4 e 4H6 foram os Unicos que apresentaram reatividade notavel contra C.
hyointestinalis subsp. hyointestinalis LCDC 17398. Reatividades contra C. sputorum biovar
sputorum LMG 6647 e C. sputorum biovar paraureolyticus LCDC 6939 foram todas
consideradas altas (acima de duas vezes o valor de absorbancia do controle negativo) sendo
comparaveis as encontradas contra as duas subespécies de C. fetus por parte dos clones 2B5,
4E4, 4G7 e 4H6.

Enfim, apesar das reacGes cruzadas, foi possivel observar alguns clones que podem ser
considerados promissores. O clone 3H6, se comparado aos demais, apresentou a menor
reatividade contra as bactérias diferentes de C. fetus. Desempenho semelhante foi obtido pelos
clones 4G7 e 4E4, a despeito da reatividade relativamente mais alta contra os biovares de C.
sputorum. 4G7, 4H6, 3H6 e 4H8 pareceram ser 0s mais interessantes para fins de se obter
baixos indices de reagdes cruzadas entre C. fetus e E. coli e S. aureus, podendo-se inferir,

assim, que possam ser clones especificos para bactérias do género Campylobacter.
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cfv — Campylobacter fetus subsp. venerealis P3

cffB — C. fetus subsp. Fetus ATCC 27374

css - C. sputorum biovar sputorum LMG 6647

csp - C. sputorum biovar paraureolyticus LCDC 6939

chh - C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis LCDC 17398
cjj - C. jejuni subsp. jejuni NCTC 11351

Figura 17 — Reatividade das oito amostras de scFv purificada e do controle negativo em ELISA contra
seis bactérias do género Campylobacter, E. coli XL1 Blue e S. aureus ATCC 25923.
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Figura 18 - Grafico representativo dos valores das razdes entre as absorbancias (DO 490 ) obtidas
pelas oito amostras de scFv purificadas e o controle negativo em ELISA contra seis bactérias do

Campylobacter, E. coli XL1 Blue e S. aureus ATCC 25923.
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Figura 19 - Grafico representativo dos valores das diferencas entre as absorbancias (DO 490 )
obtidas pelas oito amostras de scFv purificadas e o controle negativo em ELISA contra seis bactérias

do género Campylobacter, E. coli XL1 Blue e S. aureus ATCC 25923.
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6. CONCLUSOES

- As metodologias aplicadas para a selegdo bioldgica de fagos na biblioteca C7C foram
eficazes para selecdo e enriquecimento de clones miméticos a proteinas de Campylobacter
fetus subsp. venerealis NCTC 10354.

- Os peptideos selecionados por Phage Display apresentaram similaridade com sequéncias de
proteinas conhecidas de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 e séo capazes de induzir

resposta antigénica em camundongos.

- Os peptideos ALASLPL e LSYLFPP foram considerados 0s mais promissores como

antigenos miméticos de C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354.

- As metodologias aplicadas para a selecdo bioldgica de fagos na biblioteca de scFv,
construida contra células tumorais, foram eficazes para selecdo e enriquecimento de

anticorpos reativos contra Campylobacter fetus subsp. venerealis NCTC 10354.

- Os clones de scFv selecionados a partir da biblioteca escolhida sdo reativos contra C. fetus
subsp. venerealis, porém apresentam reacdes cruzadas com outras bactérias do género

Campylobacter.
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