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RESUMO

Peptideos apresentados em fagos foram selecionados através da tecnologia phage display e
de imunoensaios, para a descoberta de miméticos antigénicos de epitopos imunodominantes
das proteinas do virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE) e do virus da Leucose Enzodtica
Bovina (VLB). O uso dos miméticos antigénicos pode gerar melhorias na sensibilidade e
especificidade do diagndstico sorolégico para Anemia Infecciosa Equina (AIE) e Leucose
Enzodtica Bovina (LEB), contribuindo diretamente para medidas de controle das doengas. As
selegdes permitiram a escolha de clones apresentando sequéncias peptidicas com potencial
para aplicagdes no diagndstico. A sequéncia apresentada pelo fago E12 apresenta potencial
para uso como antigeno em ensaios de diagnéstico para AIE, e outras nove sequéncias foram
selecionadas para uso como antigenos em ensaios de diagnostico para LEB. Os peptideos
sintéticos produzidos a partir das sequéncias selecionadas podem ser considerados candidatos
potenciais para uso como antigenos em testes soroldgicos para diagndstico da AlE e da LEB.

Palavras-chave: diagndstico; antigenos; AIE; LEB; phage display
ABSTRACT

Peptides displayed on phages were selected using phage display technology and
immunoassays, for discovering antigenic mimetics of corresponding natural epitopes on
immunogenic proteins of Equine Infectious Anemia virus and Bovine Leukemia virus. The use of
antigenic mimetics can improve the sensitivity and specificity of serological diagnosis for Equine
Infectious Anemia (EIA) and Enzootic Bovine Leukosis (EBL), contributing directly to measures
of diseases control. The selections allowed the choice of clones showing peptides sequences
with potential applications in diagnosis. The sequence displayed by phage E12 has potential for
use as antigen in diagnostic tests for EIA, and other nine sequences were selected for use as
antigens in tests for EBL. Synthetic peptides produced from selected sequences can be
considered potential candidates for use as antigens in serological tests for diagnosis of EIA and
EBL.

Key-words: diagnosis; antigens; EIA; EBL; phage display
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1. INTRODUGAO
1.1- Anemia Infecciosa Equina

O virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE)
¢ integrante da familia Retroviridae, e dentre
as caracteristicas compartilhadas entre os
membros dessa familia, apresenta os genes
estruturais-funcionais gag, pol, env que
expressam proteinas imunodominantes
durante as infecgdes, induz infecgao
persistente que pode gerar o aparecimento
de sinais clinicos, sendo os hospedeiros
infectados considerados fontes de infecgao.

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) € uma
enfermidade causada pelo VAIE que
acomete somente animais da familia
Equidae. A doenca € mais prevalente em
areas geograficas de clima quente e umido,
com distribuicdo cosmopolita (Issel e
Coggins, 1979).

O VAIE pertence ao género Lentivirus, e
como todos os membros deste género,
apresenta alta capacidade de mutacédo que
gera o surgimento de variantes virais
distintas (Montelaro et al., 1984; Leroux et
al., 2001; Howe et al., 2002), e as células da
linhagem mondcito/macréfago sao os alvos
primarios para replicacao “in vivo” durante
as fases clinica e subclinica da infecgao
(Oaks et al., 1998).

Os equideos contaminados s&o a principal
fonte de infeccdo para os animais
susceptiveis (Issel e Foil, 1984), e os
principais mecanismos de transmissao do
VAIE sao através de vetores tabanideos
durante o repasto sanguineo, fomites
contaminados durante procedimentos de
manejo nas propriedades, através da
placenta em éguas com viremia que
infectam o feto durante o nascimento, sendo
também apontada a importancia do sémen
de garanhdes infectados em fases virémicas
da doenca (Hawkins et al., 1976; Williams et
al., 1981; Issel et al.,, 1988; Issel et al.,
1990).
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Na infeccao de equideos pelo VAIE ocorre
uma fase inicial aguda com episddios febris
associados a viremia, que é seguida por
ciclos recorrentes da doenga e finalmente
um periodo assintomatico prolongado
(Montelaro et al. 1993; Cook et al., 1996). A
fase crénica da AIE é caracterizada por
ciclos recorrentes de viremia associados
aos sinais clinicos que incluem febre,
anorexia, edema, leucopenia, anemia,
trombocitopenia, hemorragias, diarréia,
glomerulonefrite e letargia. Alguns animais
podem morrer durante as fases aguda ou
cronica da doencga. Se o animal sobrevive,
os episodios febris progressivamente
diminuem em frequéncia e intensidade em
torno de um ano. Apos esse periodo o
animal evolui para o estagio de portador
inaparente ou assintomatico. Os animais
nesta fase constituem as principais fontes
de infeccdo para individuos sadios,
refletindo a importancia dos diagndsticos de
triagem para evitar a disseminacdo da
enfermidade entre os equideos (Sellon et al.,
1994; Cook et al., 1996).

Varios estudos relatam que os ciclos
recorrentes da doenga, durante os picos de
viremia, estdo associados ao surgimento de
variantes virais que escapam dos anticorpos
neutralizantes no controle imunolégico do
hospedeiro (Montelaro et al., 1984; Leroux
et al., 1997; Leroux et al., 2001; Sponseller
et al, 2007). Frequentes variagdes
gendmicas estdo localizadas na sequéncia
env que codifica as glicoproteinas gp90
(surperficie) e gp45 (transmembrana)
(Montelaro et al., 1984; Sallinovich et al.,
1986; Payne et al.,, 1987), o mesmo tem
sido demonstrado para Maedi-Visna virus e
para o HIV (Clements et al.,, 1982; Wong-
Staal et al., 1985). A gp90 apresenta os
principais epitopos alvos do sistema imune,
e as mutagbes ocorridas comprometem a
eliminagdo dos estratos circulantes que
surgem a cada episodio de viremia, sendo
os anticorpos produzidos ao final de cada
ciclo incapazes de neutralizar estratos virais
que surgem em episédios subsequentes,
contribuindo para a persisténcia da infecgédo
viral (Montelaro et al., 1984; Salinovich et al.,
1986; Sellon et al., 1994).



O gene pol do VAIE codifica as enzimas
transcriptase reversa, protease e integrase,
€ 0 gene gag codifica a proteina p26, que é
considerada a principal e mais abundante
proteina do core viral. Animais infectados
pelo VAIE desenvolvem forte resposta
imune contra as glicoproteinas gp90, gp45 e
contra a proteina p26 (Leroux et al., 2004),
sendo estas frequentemente utilizadas
como antigenos nos testes de diagndstico
sorolégicos para detecgéo da AlE.

A AIE nao tem tratamento nem vacina eficaz,
portanto o seu controle é feito através do
diagnéstico laboratorial com a identificagéo,
isolamento ou eutanasia dos animais
soropositivos (Issel e Coggins, 1979), e de
acordo com as normas para prevengao € o
controle da AIE da Instrugdo Normativa de
2004, a doenga pode ser considerada um
dos grandes obstaculos para o]
desenvolvimento da equideocultura
brasileira devido a inviabilizagdo do transito
e comércio nacional e internacional dos
animais.

1.2- Leucose Enzoética Bovina

O virus da Leucose Bovina (VLB) € membro
do género Deltaretrovirus e o agente
etiologico da Leucose Enzodtica Bovina
(LEB) que é uma doencga linfoproliferativa
neoplasica cronica. A LEB apresenta
distribuicdo mundial com maior frequéncia
em rebanhos leiteiros (Modena et al., 1984;
Castro et al., 1992; Camargos et al., 2002a).

O VLB é um retrovirus exégeno (Miller et al.,
1969) que tem como células alvo primarias
a linhagem de linfécitos B, estabelecendo
infeccao persistente por integracdo do DNA
proviral na célula hospedeira (Kettmann et
al.,, 1979). O sangue é a principal via de
transmissdo, mas outras secregbes como
saliva, secrecdo nasal e uterina podem
conter o virus (Johnson e Kaneene, 1991).
O VLB é disseminado entre os animais de
forma horizontal devido as praticas de
manejo  que envolvem  instrumentos
contaminados (Johnson e Kaneene, 1991;
Choi et al., 2002). A transmisséo
transplacentéria e através do leite durante
amamentacdo, também sdo apontadas

como importantes na epidemiologia do VLB
(DiGiacomo, 1992; Choi et al., 2002), e o
contato entre os animais permite a
transmissao do virus por insetos tabanideos
em regides tropicais (Hopkins e DiGiacomo,
1997).

Os bovinos infectados podem permanecer
clinicamente assintomaticos durante a vida,
alguns evoluem para o quadro de linfocitose
persistente mas menos de 10% dos animais
desenvolvem linfossarcoma (Ferrer, 1979;
Burny et al., 1980; Schwartz e Levy, 1994).
As manifestacdes clinicas caracterizam-se
pela formagcdo de tumores com origem
linféide, apresentando linfossarcomas ou
linfomas malignos em diversos érgéos. Os
individuos assintomaticos sao a principal
fonte de infecgdo para os animais sadios na
natureza, sendo identificados através de
exames laboratoriais (Ferrer, 1979).

O impacto econémico da infecgao pelo VLB
estd associado as restricbes na
comercializagdo de animais e produtos,
como sémen e embrides, entre paises
(Burny et al., 1980; Gutiérrez et al., 2009),
como também a morte de bovinos devido ao
surgimento de linfossarcomas, rejei¢cdes de
carcaca ao abate e queda no desempenho
produtivo e reprodutivo dos animais
infectados (Camargos, 2005). Infecg¢des
pelo VLB foram associadas a diminui¢do na
producédo de leite e outras perdas para os
produtores (Da et al., 1993).

A sequéncia completa de nucleotideos do
VLB foi descrita por alguns autores (Sagata
et al., 1985; Coulston et al., 1990; Dube et
al., 2000), e apontado o gene env como
responsavel por codificar uma proteina
precurssora que € clivada em duas
subunidades glicoproteicas: gp51 (externa)
e gp30 (transmembrana) que sédo essenciais
para infectividade viral (Willems et al., 1995;
Reichert et al., 2001). Similar aos outros
retrovirus, o VLB possui a glicoproteina do
envelope (env) como proteina
imunodominante “in vivo”. A gp51 &
importante na estimulagdo de anticorpos
neutralizantes, desempenha fungéo no ciclo
de replicagdo viral e tropismo celular
(Portetelle et al., 1989; Callebaut et al., 1993;
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Gatei et al., 1993; Willems et al., 1995;
Doménech et al., 1997).

A proteina p24 do VLB é codificada pelo
gene gag e é considerada a principal
proteina do core viral (Miller et al., 1981),
apresentando importancia na estimulagao
da producdo de anticorpos durante a
infeccao viral no hospedeiro. Varios estudos
tém demonstrado que os bovinos infectados
com VLB desenvolvem primeiramente
resposta de anticorpos especificos voltados
contra a glicoproteina de envelope gp51 e
contra a proteina do core viral p24 (Devare
e Stephenson, 1977; Deshayes et al., 1980;
Portetelle et al., 1980; Walker et al., 1987).

Como nado existem vacinas eficientes, o
controle e a erradicagdo da Leucose
Enzodtica Bovina s&o baseados no
diagnostico e segregacao ou eutanasia dos
bovinos portadores. Por isso, a sensibilidade
da técnica de diagnédstico utilizada &
considerada um fator critico para evitar a
disseminagdo da doenga nos rebanhos
(Trono et al., 2001).

1.3- Diagnostico Laboratorial da AIE e
da LEB

Na maioria dos testes de diagndstico
desenvolvidos para deteccédo de anticorpos
especificos para os virus VAIE e VLB, as
glicoproteinas do envelope viral e as
principais proteinas do core viral sao
utilizadas como antigenos. Para diagnéstico
da AIE sdao comumente utilizados os
antigenos gp90, gp45 e a p26 (Leroux et al.,
2004; Bailat et al., 2008), e para LEB séao
geralmente utilizados gp51 e a p24 (Miller et
al., 1981; Kittelberger et al., 1999).

Embora a Imunodifusdo em Gel de Agar
(IDGA) seja ainda estabelecida pela
Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE)
como teste oficial para o diagnéstico da AIE
e LEB, atualmente existem varias
metodologias para o diagnéstico das duas
enfermidades. Apesar de ser usada em
larga escala, a IDGA apresenta algumas
limitacGes, dentre elas a incapacidade de
detectar anticorpos especificos nos estagios
iniciais da infeccdo, a interpretacdo dos
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resultados muitas vezes ¢é subjetiva e
dependente da experiéncia técnica do
laboratorista, gera resultados nao
quantitativos e ndo permite a automatizagéo
do teste. Além destes fatores, os resultados
sao demorados e nao existe padronizagao
entre os diferentes kits de IDGA utilizados,
comprometendo as medidas de controle e
erradicagao das doengas (Monke et al.,
1992; Nguyen e Maes, 1993; Reis et al.,
1994; Reis, 1997; Reichel et al.,, 1998;
Simard et al., 2000a; Simard et al., 2000b;
Trono et al., 2001, Leroux et al., 2004).

Os testes mais utilizados para o diagnéstico
da AIE e da LEB séao a IDGA e o ELISA em
varios formatos, e embora sejam
considerados boas ferramentas, varios
fatores podem contribuir para resultados
conflitantes  que necessitam serem
confirmados utilizando outras técnicas mais
sensiveis e especificas (Miller e Van Der
Maaten, 1977; Portetelle et al., 1989;
Reichel et al., 1998; Soutullo et al., 2001;
Trono et al., 2001; De Giuseppe et al., 2004;
Leroux et al., 2004; Paré e Simard, 2004;
Alvarez et al., 2007a; Lim et al., 2009).
Técnicas como o Western blot e a reacao
em cadeia da polimerase (Polimerase Chain
Reaction- PCR) tem sido desenvolvidas,
avaliadas e utilizadas como diagndstico
complementar ou confirmatério para AIE e
LEB, assim como para outras retroviroses
(Payne et al., 1989; Kim e Casey, 1992;
Langemeier et al., 1996; Johnson et al.,
1998; Reichel et al., 1998; Kittelberger et al.,
1999; Llames et al., 2000; Trono et al., 2001;
Choi et al., 2002; Alvarez et al., 2007a; More
et al., 2008).

Um teste de diagnéstico com baixa
sensibilidade e ou especificidade pode gerar
falsos resultados, prolongando os esforgos
para controle e erradicagdo das doencas
(Trono et al., 2001). E as metodologias
desenvolvidas para producdo de antigenos
podem gerar melhorias na sensibilidade das
técnicas e consequente aprimoramento e
eficacia dos programas de controle e
erradicacgao para as enfermidades.

Vérias metodologias para producdo de
antigenos, que podem ser utilizados como
reagentes nas técnicas de diagndstico



sorolégicos tem sido descritas. De acordo
com as recomendacdes da OIE, o antigeno
utilizado na IDGA para diagndstico da AlE
pode ser preparado a partir de cultura de
células do baco provenientes de equinos
infectados com VAIE em fase aguda da
doenga, ou pode ser obtido de culturas de
células persistentemente infectadas, e a
partir de um sistema de expressao
recombinante (Nakajima e Ushimi, 1971;
Coggins et al., 1972; Alvarez et al., 2007a).
Mas a classica preparacado de antigenos do
VAIE derivados do bago ou da cultura de
células de derme equina apresenta uma
grande desvantagem, pois pode ser
contaminada com proteinas derivadas da
cultura de células ou do préprio hospedeiro,
podendo gerar resultados inespecificos com
anticorpos direcionados contra antigenos
nao relacionados ao VAIE. Além disso, o
cultivo do VAIE requer muito tempo e altos
custos para a produgcdo de antigenos em
larga escala (Alvarez et al., 2007a).

Embora muitos ensaios tenham sido feitos
para melhorar a produ¢do de antigenos em
linhagens celulares expressando o VLB, ou
para gerar novas linhagens celulares
correspondentes, a tradicional produgado em
células da linhagem FLK/VLB (células do
rim fetal de ovelhas persistentemente
infectadas com VLB) é ainda a mais
utilizada na produgédo de antigenos para os
kits de diagnostico comerciais (Van der
Maaten et al., 1974; Beier et al., 2004; Lim
et al, 2009). As linhagens de células
FLK/VLB utilizadas para produgdo de
antigeno VLB sao conhecidas por serem
também infectadas com o virus da diarréia
viral bovina (BVDV) (Bolin et al., 1994; Dees
et al., 1994; Beier et al., 2004; Lim et al,,
2009) e esta contaminagdo pode resultar
em problemas adicionais no diagndstico
relativos a especificidade das reagbes (Beier
et al., 2004). Outro problema observado nas
técnicas de produgdo de antigenos
utilizando culturas celulares €& que
geralmente os protocolos para crescimento
celular incluem adicao de soro fetal bovino
para promover crescimento. Este soro
contribui para adicdo de componentes que
podem ser fontes de reacdes inespecificas.
Além desses fatores, a presenca de
proteinas celulares que nao séo eliminadas

ou co-purificadas durante a obtengédo das
proteinas do VLB, podem interferir com as
proteinas virais (Llames et al.,, 2000)
gerando resultados errbneos no diagnéstico
da LEB.

Varios fatores devem ser considerados na
selecdo das preparagbes antigénicas,
incluindo o tempo gasto, a quantidade de
materiais envolvidos na preparagdo, a
complexidade e a pureza das proteinas
virais, 0s equipamentos disponiveis e 0s
custos para a obtencdo do produto
antigénico final (Llames et al., 2000).

Recentemente, as técnicas de DNA
recombinante tém possibilitado a producéo
de antigenos com alta especificidade e
baixa reatividade cruzada, de forma rapida e
simples apresentando alto rendimento. Os
antigenos recombinantes s&do atualmente
potenciais para utilizacdo em técnicas de
diagnéstico com amostras de campo
(Montelaro et al., 1993; Sentsui et al., 2001;
Alvarez et al., 2007a; Alvarez et al., 20073a;
Lim et al., 2009).

Avangos no desenvolvimento de vacinas e
nos testes de diagnéstico requerem melhor
compreensdo sobre a estrutura antigénica
das proteinas imunogénicas dos patégenos.
E os peptideos sintéticos tem sido utilizados
para mapear locais antigénicos em varios
sistemas virais (Neurath et al., 1990;
Callebaut et al., 1991; Ball et al., 1992),
apresentando também grande potencial
para utilizagdo como antigenos em técnicas
de diagndstico, e como componentes de
vacinas eficientes para induzir memoria
imunolégica (Ball et al., 1992; Kabeya et al.,
1996; Soutullo et al., 2001; Soutullo et al.,
2005).

1.4- Phage Display

Em 1985, Smith, Scott e colaboradores
estabeleceram um método para exibir
polipeptideos na superficie do bacteriéfago
filamentoso M13 (Smith, 1985). Esta
metodologia, denominada phage display, foi
originalmente desenvolvida para mapear
locais de ligacdo dos anticorpos aos
antigenos por selecao de peptideos a partir
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de bibliotecas randémicas, expressos em
bacteridfagos, utilizando imunoglobulinas
imobilizadas. Desde entédo, o phage display
tem sido usado como poderoso método
para demonstrar a ligacao de polipeptideos,
com diversas bases biolégicas, em
aplicagbes técnicas e médicas (Scott e
Smith, 1990; Barbas et al., 2001).

O phage display consiste em um conjunto
de técnicas que utilizam um vetor de
expressdo onde um DNA externo ou
recombinante € expresso como uma
proteina. O fago programa a maquinaria da
célula hospedeira, geralmente Escherichia
coli, para sintetizar o peptideo recombinante
cuja sequéncia de aminoacidos €
determinada pela sequéncia de
nucleotideos do inserto. A sequéncia do
gene de interesse € unida em sobreposicéo
ao gene que codifica uma das proteinas do
capsideo do fago, entdo, a sequéncia
recombinante de aminoacidos e
geneticamente fusionada aos aminoacidos
endogenos das proteinas do capsideo
formando uma proteina de fuséo hibrida. A
proteina do capsideo hibrida é incorporada
nas particulas do fago assim que eles séo
liberados da célula, entdo o peptideo ou a
proteina recombinante sdo apresentados na
superficie externa (Smith e Petrenko, 1997).

As bibliotecas do phage display sdo uma
mistura heterogénea de clones de fagos
cada um carreando um diferente inserto de
DNA recombinante, e exibindo um peptideo
diferente na sua superficie. Cada peptideo
na biblioteca pode ser replicado desde que
o fago no qual ele esta acoplado infecte
uma célula bacteriana hospedeira, onde o
fago se multiplica, produzindo um amplo
grupo de uma progénie idéntica de fagos
exibindo o mesmo peptideo (Smith e
Petrenko, 1997).
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O material genético codificante para cada
peptideo esta localizado no genoma viral do
fago filamentoso (Azzazy e Highsmith, 2002),
sendo possivel correlacionar cada
sequéncia de aminoacidos do peptideo ou
proteina variante e a sua respectiva
sequéncia do DNA (Smith e Petrenko, 1997;
Adda et al., 2002).

O biopanning ou selegdo biolégica, com
bibliotecas de phage display €& uma
metodologia que permite  selecionar
peptideos ou outras biomoléculas com
diversas finalidades. A técnica consiste em
sucessivos ciclos de selecdo, lavagem,
eluicdo e amplificagcao de fagos filamentosos,
que expressam sequéncias randémicas de
peptideos ligantes especificos a uma
molécula alvo (anticorpos monoclonais ou
policlonais, enzimas, receptores de
superficie celular e outras biomoléculas)
(Smith, 1985; Parmley e Smith, 1988). A
selecdo € realizada por incubagdo da
biblioteca de peptideos apresentados em
fagos com o alvo imobilizado em uma placa
de microtitulagdo (podem ser utilizados
“beads”, resinas ou membranas).

Os fagos contendo peptideos com afinidade
pelo alvo sdao capturados e permanecem
ligados, e os fagos ndo ligados sao
eliminados por sucessivas lavagens. Os
ligantes ao alvo séo eluidos e amplificados
em Escherichia coli. Os fagos resultantes
deste processo sao titulados e submetidos a
um novo ciclo (ligacao ao alvo, eluigdo e
amplificagdo) para  selecionar  mais
sequéncias especificas (Fig.1). Apos trés ou
quatro ciclos, os clones individuais sao
sequenciados e as sequéncias de
aminoacidos traduzidas. Posteriormente,
sédo realizados testes imunoldgicos para
demonstrar a reatividade dos clones
selecionados contra o alvo de interesse
(Barbas et al., 2001).



Figura 1- Esquema representativo do processo de Biopanning. 1) Incubagéo da biblioteca de
fagos com o alvo imobilizado; 2) Retirada dos fagos né&o ligados por lavagens sucessivas; 3)
Eluicdo dos fagos ligados e infecgédo de E. coli; 4) Titulagao dos fagos eluidos; 5) Amplificagdo
dos fagos eluidos; 6) Populagdo de fagos com maior afinidade pelo alvo (adaptado de

Smothers et al., 2002).
1.5- Vetores

Os fagos filamentosos M13, f1, fd e outros,
geralmente  utilizados como  vetores,
pertencem a familia Inoviridae e possuem
como material genético um DNA fita simples
(ssDNA) (Marvin, et al.,, 1994; Brigido e
Maranhao, 2002).

As particulas dos fagos filamentosos sao
apresentadas como bastbes flexiveis com
aproximadamente 1um de comprimento e
6nm de didmetro, compostos principalmente

por moléculas da principal proteina do
capsideo pVIll arranjadas em forma de
hélice (Marvin, et al, 1994). Existem
aproximadamente 2700 cépias da pVIll nos
virions selvagens codificadas pelo gene VIII,
e dentro desta estrutura esta uma fita
simples do DNA viral (ssDNA). Em uma
extremidade da particula existem cinco
copias de cada das proteinas plll e pVI
(codificadas pelos genes Il e VI), e as
proteinas pVIl e pIX na outra extremidade
do capsidio (genes VIl e IX). Os peptideos
recombinantes podem ser fusionados a plll,
pVIIl e pVI (Smith e Petrenko, 1997) (Fig. 2).
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Figura 2- Fago filamentoso. A) Composicdo do gene Ill, mostrando o sitio de clonagem para
introducdo do gene adicional; B) Particula viral com as proteinas plll, pVI, pVII, pVlIl e PIX; C)
Cristalografia dos dominio D1 e D2 da proteina Ill (97), as alfa-hélices estao coloridas em
vermelho e as fitas B em cianico (Holliger e Williams, 1999).

Os fagos infectam estratos de E. coli que
exibem um apéndice filiforme denominados
pilus F. A infeccao é iniciada pela ligagéo do
dominio N-terminal da plll & extremidade do
pilus F, sendo esta a parte do fago que
entra primeiramente na célula bacteriana.
Enquanto o processo continua, as proteinas
do capsideo se dissolvem na superficie do
envelope da célula. O ssDNA descoberto
chega ao citoplasma onde uma fita de DNA
complementar € sintetizada pela maquinaria
da célula hospedeira, resultando em uma
forma replicativa do DNA de fita dupla (RF).
O DNA fita dupla replica para gerar uma
progénie de DNA fita dupla que serve de
molde para transcrigdo dos genes do fago e
sintese da progénie de ssDNA. Esta
progénie de ssDNA é expelida através do
envelope da célula adquirindo as proteinas
do capsidio, oriundas da membrana, e
emergindo como virions completos. A
progénie de virions €&  secretada
continuamente sem lisar a célula hospedeira,
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e as células infectadas continuam a se
dividir embora em taxas inferiores quando
comparadas as células ndo infectadas
(Smith e Petrenko, 1997).

O fago M13KE, derivado do vetor m13mp19
possui uma rapida propagagdo e néo
necessita de selegao por antibidtico ou
superinfecgdo por fago auxiliar (helper).
Além disto, o gene lacZ, presente neste
vetor, facilita a selegao entre col6nias
bacterianas infectadas com fagos de
bibliotecas (colbnias azuis) e colénias nao
infectadas ou infectadas com fagos
selvagens (colénias brancas) (Messing et al.,
1977; Messing, 1983).

Geralmente, o peptideo é expresso na
extremidade N-terminal da plll ou da pVIIl.
Em sistemas nos quais as proteinas plll ou
pVIII sdo utilizadas, o tamanho do peptideo
inserido no vetor é limitado, pois peptideos
grandes interferem nas fungdes das



proteinas do capsideo, tornando o fago
pouco infectivo. Este sistema foi criado para
a exposigcao de bibliotecas de pequenos
peptideos, ou seja, no maximo 30
aminoacidos (Phizicky e Fields, 1995).

A plll apresenta trés dominios (D1, D2 e D3)
separados por residuos de glicina, e massa
molecular aproximada de 42 KDa. Esta
proteina é sintetizada sob a forma de um
precursor contendo peptideo sinal que é
clivado durante a passagem através da
membrana. Sua por¢do N-terminal &
requerida para a infectividade viral e sua
por¢do C-terminal desempenha papel na
morfogénese das particulas (Crissman e
Smith, 1984). Devido a baixa
representatividade da plll  (bibliotecas
monovalentes) em relaggo a pVl
(bibliotecas multi ou polivalentes), as
bibliotecas de peptideos recombinantes
fusionados na plll sdo mais indicadas para
descoberta de ligantes com alta afinidade,
quando comparadas com as bibliotecas de
peptideos recombinantes fusionados na
pVIII (Brigido e Maranh&o, 2002).

Tem sido mais frequente a utilizacdo do
fago M13 para a infecgao de E. coli (Sidhu,
2000), embora existam vetores virais como
o fago lambda (Sternberg e Hoess, 1995),
bacteriofagos T4 e P4 (Lindqvist e Naderi,
1995), além dos virus de eucariotos, tais
como baculovirus, que também podem ser
utilizados neste processo (Boublik et al.,
1995).

Sistemas de expressao “in vitro” com 0 uso
de ribossomo display e mRNA display tem
sido também explorados com algumas
vantagens (Sergeeva et al., 2006). Sistemas
alternativos de expressao de polipeptideos
na superficie de bactérias e fungos tem
mostrado  vantagens em  aplicacdes
especiais, mas o phage display com M13
permanece atualmente como a tecnologia
dominante (Sidhu, 2000).

1.6- Tipos de sistemas e bibliotecas
phage display

Os sistemas phage display podem ser
classificados de acordo com o arranjo dos

genes das proteinas do capsideo. Por
exemplo, no sistema phage display tipo 3 o
peptideo recombinante codificado pelo
inserto é exibido pelas cinco moléculas da
plll no virion, e no sistema phage display
tipo 8 os peptideos recombinantes sao
exibidos em cada copia de pVIIl. No sistema
tipo 88 o genoma do fago possui dois genes
8, cada um codificando dois diferentes tipos
de proteinas pVIll, uma delas exibe o
peptideo recombinantes e a outra é
selvagem (Smith, 1993; McConnell et al.,
1994).

O sistema tipo 8+8 ¢é caracterizado pela
presenca de dois genes VIl em genomas
separados um deles nao possui 0 inserto
estrangeiro (fago selvagem ou helper) e o
outro é o recombinante. Sao considerados
fagos helper ou selvagens aqueles que néo
possuem inserto do DNA do peptideo
recombinante (Mead et al., 1988).

O sucesso da selegao por phage display
depende do tipo de alvo utilizado para
selecdo, do tipo de eluigdo realizada, do
numero de ciclos para selegdo, e 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).

Bibliotecas de peptideos randdémicos séo as
mais comumente utilizadas, e s&o
construidas pela insercdo de misturas de
oligonuclotideos degenerados sintetizados
quimicamente a uma cadeia nucleotidica em
crescimento (Smith e Petrenko, 1997). As
bibliotecas randémicas compreendem um
vasto numero de peptideos de um dado
tamanho. Por exemplo, na sequéncia
degenerada NNKNNKNNKNNK, cada N é
uma equacgao molar de A, G, C, e T; cada K
€ uma mistura equivalente de G e T, cada
NNK é uma mistura de 32 trincas que
incluem codons para todos os vinte
aminoacidos naturais, e uma sequéncia
completa de 12 bases é uma mistura
equivalente a mais de milhdes (324) de
diferentes moléculas codificando todas as
160000 (204) possiveis  sequéncias
peptidicas (Smith e Petrenko, 1997).
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Os peptideos podem ser expressos em
forma linear ou conformacional, e sao
capazes de mimetizar estruturas
conformacionais e epitopos continuos ou
descontinuos (Romanov et al, 2001; Azzazy
e Highsmith, 2002; Dybwad et al, 2003).

Varias bibliotecas com diferentes
complexidades podem ser adquiridas
comercialmente. As bibliotecas de peptideos
comerciais de 7 e 12 aminoacidos
apresentam uma complexidade de 2 bilhdes
de clones independentes. As bibliotecas 7-
mer e C7C-mer apresentam
aproximadamente 1,28 x 10° possiveis
sequéncias heptapeptidicas, e as
bibliotecas 12-mer apresentam
aproximadamente 4,1 x 10" sequéncias
(NEB, 2009).

Além das bibliotecas de peptideos, existem
atualmente varios tipos de Dbibliotecas
utilizadas com diferentes propdsitos. As
bibliotecas de anticorpos tem sido utilizadas
para estudos de mapeamento das respostas
imunolégicas, producdo de anticorpos
terapéuticos e outras aplicagbes (Groves et
al., 2006; Liu et al., 2002). 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).

1.7- Selegao por afinidade

O objetivo do processo de selegéo consiste
em formar uma subpopulagao de peptideos
oriundos de fagos, a partir de uma
populagao inicial, com aumentada aptidao
de acordo com critérios pré-definidos. A
mais comum pressdo de selecdo imposta
sobre populagdes 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. Os fagos que exibem
peptideos ligantes ao receptor sé&o
capturados e os fagos nao ligados séao
eliminados nas lavagens. A adequada
estringéncia dos tampdes de lavagem
durante os ciclos de selecdo & necessaria
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para o sucesso na selegcado dos clones com
alta afinidade (Lunder et al., 2008).

Finalmente, os fagos ligados sdo eluidos
com uma solugao que destréi ou enfraquece
as ligacdes peptideo-alvo, produzindo um
eluato enriquecido com clones de alta
afinidade pelo receptor-alvo (Smith e
Petrenko, 1997).

O procedimento de eluicgdo dos fagos
ligados aos alvos imobilizados representa
um ponto chave no processo de selecéo, e
varias metodologias tem sido avaliadas.
Alteragdes bruscas no pH da solugdo de
eluicdo no ciclo final de selegéo (D’Melo et
al., 2001), a eluicdo competitiva com a
molécula alvo em solugcdo (Gaskin et al.,
2001), eluicdo com lisozima associada com
baixos valores de pH (Yu et al., 2004),
eluicdo com uso de ultrasom (Lunder et al.,
2008), e outras estratégias, tem sido
utilizadas com sucesso para a selegcdo de
clones com alta afinidade pelo receptor-alvo.

O eluato com fagos é infectivo e sé&o
propagados por infeccdo de células
bacterianas hospedeiras gerando um
amplificado que pode ser submetido a outro
ciclo para selecdo por afinidade (Smith e
Petrenko, 1997). Os clones de fagos do
eluato apds 2-3 ciclos de selegdo, com
aumentada afinidade para o receptor-alvo,
sao propagados e caracterizados
individualmente. A afinidade dos fagos para
0 receptor-alvo pode ser avaliada
quantitativamente por ELISA (Lane e
Stephen, 1993). As sequéncias de
aminoacidos dos peptideos ligantes aos
receptores-alvo sdo determinadas pelas
sequéncias do DNA viral codificadoras
(Smith e Petrenko, 1997).

Devido ao fato de os fagos serem clonados
e caracterizados um por um, 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. Este
contexto serve como base para a
descoberta de epitopos que ¢é uma
estratégia para identificar peptideos com



pontecial para diagndstico e vacinas (Folgori
et al., 1994; Sioud et al., 1996).

Um epitopo € um pequeno determinante na
superficie de um ligante, com o qual o
receptor faz intimo e especifico contato
quimico e geométrico. Se um ligante € uma
proteina o epitopo pode ser continuo,
compreendendo aminoacidos adjacentes na
sequéncia primaria, ou descontinuos e
conformacionais (dependentes de
conformacgao) (Smith e Petrenko, 1997).

No phage display, as sequéncias
randémicas dos peptideos selecionados séao
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 ligagédo do
receptor-alvo, mimetizando o epitopo do
ligante natural sem apresentar similaridade
de sequéncia de aminoacidos, séao
conhecidos como mimetopos (Geysen et al.,
1986a; 1986b). Quando o receptor usado
para a selecao por afinidade € um anticorpo,
os peptideos que ele seleciona provenientes
de uma biblioteca randdmica de peptideos
sdo chamados de miméticos antigénicos do
epitopo natural correspondente (Smith e
Petrenko, 1997).

A maioria dos trabalhos que descrevem o
uso de anticorpos com base na selegao por
afinidade, tem usado anticorpos
monoclonais. Os anticorpos monoclonais
apresentam algumas caracteristicas
desejaveis que os fazem serem escolhidos
usualmente em experimentos para a
selecdo de mimetopos ou epitopos, ao invés
do uso de anticorpos policlonais. Dentre as
caracteristicas estdo a homogeneidade que
resulta na habilidade de identificar um Unico
epitopo especificamente, e por possuirem
padréo quimico definido (Read et al., 2009).

A homogeneidade e a precisa
especificidade dos monoclonais para
selecdo de peptideos usando o phage
display geram resultados que nao séao
confundidos pela inclusdo de peptideos que
mimetizam mais de um epitopo, e
identificam precisamente peptideos que

mimetizam epitopos conformacionais e
lineares (Cwirla et al., 1990; Birkenmeier et
al., 1997). Apesar dessas caracteristicas, os
anticorpos monoclonais apresentam varias
limitacbes, pois sdo mais caros e mais
trabalhosos para serem produzidos e
mantidos quando comparados aos
anticorpos policlonais (Toth et al., 1999), e
podem apenas ser utilizados como alvo para
selecao se existem evidéncias de que sao
capazes de reconhecer um epitopo (Read et
al., 2009).

Qutra limitagdo ao uso de anticorpos
monoclonais €& que eles representam
apenas uma fracdo da resposta de
anticorpos totais ao antigeno. Por outro lado,
0os anticorpos policlonais s&o alvos para
multipos epitopos e contém especificidades
que cobrem o alcance completo de epitopos
em antigenos que sao apresentados ao
sistema imune, por representarem o
repertério completo de anticorpos do soro,
aumentando as chances de serem
selecionados mimetopos uteis (Casey et al.,
2009; Read et al., 2009).

Os anticorpos monoclonais nao sao
acessiveis para todos os agentes de uma
doencga infecciosa, necessitando do uso dos
policlonais que reagem com todos os
epitopos imunodominantes associados com
infeccbes (Casey et al, 2009). Os
anticorpos policlonais possuem ainda maior
avidez para ligagdo ao antigeno e sao mais
tolerantes as variagbes antigénicas dos que
os monoclonais (Van Regenmortel, 1998).

1.8- Aplicagées para o Phage Display

Varias aplicacbes e pesquisas tém sido
feitas com emprego das bibliotecas de
phage display.

Muitos grupos de pesquisa tém utilizado
esta técnica para a selecdo de peptideos
ligantes as proteinas purificadas com
propdsito de identificar interagdes entre
proteinas e mapear seus dominios de
interacao. Estes peptideos tém sido também
avaliados como agentes de distribuigdo
direta de drogas.
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Pesquisas tém combinado a selegdo de
bibliotecas randémicas de peptideos para
identificar receptores de superficie celular
em conjunto com o0s seus ligantes que
podem ser diretamente utilizados como
prototipos para alvos terapéuticos
(Sergeeva et al., 2006) .

Peptideos  considerados alvos  para
receptores tumorais tem sido identificados,
explorados e utilizados em estudos clinicos,
sendo também demostrado que as células
tumorais podem ser agrupadas por padrbes
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).

Técnicas de selegcdo com uso do phage
display in vivo foram utilizadas para
identificagcdo de ligantes especificos para
alvos vasculares e seus padrbes
moleculares, capacitando a identificagdo de
marcadores das doengas associadas. A
selecao de bibliotecas de peptideos “in vivo”
diretamente em pacientes proporciona o
desenvolvimento de drogas que tem como
alvos as proteinas expressas no sistema
vascular associadas com tumores humanos
e outras doengas (Folkman, 2002;
Narasimhan, 2002).

O phage display tem sido também utilizado
para identificar moléculas de adeséao
expressas por patdgenos microbianos
mediadores de infecgdes (Mullen et al.,
2006). Também pode ser usado como
agente anti-bacteriano e como veiculo para
tratamento de doengas infecciosas, assim
como para identificar motivos que facilitam o
transporte através da mucosa
gastrointestinal e através da derme,
contribuindo para diversos tipos de terapias
(Duerr et al., 2004; Chen et al., 2006).

A integracdo com real-time PCR facilitou a
identificacdo de peptideos especificos para
tecidos e células, e a quantificagdo do
numero de clones da biblioteca que se ligam
em células de interesse, contribuindo para o
desenvolvimento da biotecnologia
(Sergeeva et al., 2006).
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Os resultados de varios tipos de selecdes
de bibliotecas indicam que os motivos
peptidicos selecionados tem como alvos
alguns receptores, mimetizando os ligantes
biolégicos para estes receptores (Giordano,
et al., 2001; Kolonin et al., 2002; Smothers
et al., 2002; Hartley, 2002). Esta tecnologia
pode ser usada como instrumento na
identificagdo, validagcdo e precedéncia de
ligantes aos alvos moleculares expressos na
superficie celular, e para o desenvolvimento
de drogas peptidicas direcionadas para
estes alvos (Sergeeva et al., 2006).
Algumas vezes, a identificacao de peptideos
ligantes provenientes de uma biblioteca
randémica 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 sao
capazes de induzir novos anticorpos que
reagem cruzadamente com o0 epitopo
natural, sendo considerados miméticos
imunogénicos (Cardoso et al.,, 2009). A
mimeticidade antigénica e imunogénica sdo
as bases para a descoberta de epitopos
com aplicagbes para o desenvolvimento de
vacinas e plataformas de diagnostico para
as doengas (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 reagdes cruzadas
nos diagnodsticos. Os miméticos podem ser
utilizados quando antigenos naturais
associados com a doenga sdo ainda
desconhecidos ou dificeis de serem obtidos.
Outra possivel aplicagdo seria a utilizagao
dos miméticos como componentes de
vacinas (Smith e Petrenko, 1997; Prudencio
et al., 2010).

Diferentes tipos de bibliotecas de fagos sao
Uteis para a investigacdo de interacdes
protéicas intracelulares e podem servir
como reagentes para deteccdo de



moléculas inibidoras, agindo inclusive como
inibidores enzimaticos (Sidhu, 2000).

Estudos com o virus influenza aviario HON2
demostraram que um peptideo selecionado
proveniente de Dbibliotecas apresentou
significativa atividade anti-viral, inibindo a
replicagdo viral por ligacdo com a proteina
HA do virus. De acordo com os resultados
foi sugerido o uso deste peptideo como
agente anti-viral alternativo em substituicao
as drogas ineficientes atualmente utilizadas
(Rajik et al., 2009).

Pequenas moléculas de peptideos tem sido
utiizadas para o desenvolvimento de
vacinas para melanoma (Thomson et al.,
2004), inibidores contra o HIV (Kaushik-
Basu et al., 2008), para o virus da Dengue e
virus do Oeste do Nilo (Hrobowski et al.,
2005), e vacinas anti-angiogénicas no
tratamento de doencas relacionadas com a
angiogénese (Sulochana e Ge, 2007).

As moléculas naturalmente envolvidas no
reconhecimento imune tém sido
amplamente exploradas nas tecnologias de
exibicdo. A diversidade de anticorpos e de
receptores de células T (TCRs) os torna
adequados para a construgao de bibliotecas
de exibicdo e como fontes especificas e
funcionais para moléculas de antigenos-alvo
(Sergeeva et al., 2006), contribuindo para os
estudos de mapeamento das respostas
imunes durante as infecgbes (Liu et al,
2002; Groves et al., 2006). A construcdo de
bibliotecas de exibicdo com o MHC tem sido
iniciada para facilitar a deteccdo do
reconhecimento imune mediado por TCRs
(Sergeeva et al., 2006).

As bibliotecas de cDNA podem ser usadas
para identificacdo de interagbes protéicas e
mapeamento da energia das interagdes,
como também para identificar ligantes
naturais (Sidhu, 2000).

As diferentes tecnologias display estédo
diretamente relacionadas com avangos na
biotecnologia, e possuem diversas
aplicagbes, que contribuirdo para o
desenvolvimento de variadas aplicagdes
biomédicas futuras.

No presente trabalho, foram selecionados
peptideos apresentados em fagos
provenientes de bibliotecas através da
tecnologia phage display, e de
imunoensaios. Estes peptideos foram
considerados miméticos antigénicos de
epitopos das proteinas imunogénicas dos
virus VAIE e VLB, potenciais para uso como
antigenos, e para a construgdo de
peptideos  sintéticos com  possiveis
aplicagoes no desenvolvimento de
plataformas de diagnéstico para as doengas
AlIE e LEB.

2. METODOLOGIA

2.1- Selecao com a biblioteca Ph.D.-
C7C™ (Biopanning AIE)

2.1.1- Purificagdo das IgGs positivas
e negativas dos soros de equideos

As amostras dos soros de equideos
provenientes de uma soroteca do
laboratorio de Retroviroses no
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais,
foram testadas para diagndstico da AIE no
ELISA com a proteina gp90 recombinante
(rgp90), segundo protocolo de Reis (1997),
e na IDGA segundo protocolo descrito por
Coggins e Norcross (1972) e adaptagdes de
Nakajima e Ushimi (1971).

Pool de vinte soros provenientes de animais
naturalmente infectados com VAIE, e o pool
de vinte soros provenientes de animais
negativos para a infec¢do, foram utilizados
para purificagdo das amostras de IgG totais
positivas e negativas em colunas de
cromatografia por afinidade do tipo Hitrap
Protein G HP, no sistema AKTA conforme
recomendagbes do  fabricante  (GE
Healthcare®).

As fragbes de IgGs obtidas foram
neutralizadas apés eluicdo da coluna com
tampao de neutralizagdo (1M Tris-HCI pH
8.0), liofilizadas e ressuspendidas em agua
esterilizada/ deionizada. As concentragdes
das IgGs purificadas foram estimadas por
espectrofotometria no comprimento de onda
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de 280 nm, e pelo método de Bradford
(1976).

Para testar a purificagdo da classe das
imunoglobulinas, positivas e negativas, foi
realizado teste das amostras em Dot Blot. O
ensaio de Dot Blot foi realizado com
adsorcdo de 1ug de cada amostra de 1gG
em membrana de nitrocelulose, e BSA
(albumina sérica bovina) como controle, que
foi posteriormente bloqueada por uma hora
na solugéo de TBS (50mM Tris-HCI pH 7,5,
150mM NaCl) com 5% de leite em pod
desnatado a temperatura ambiente, sob
agitagao.

Apo6s uma lavagem com TBST (50mM Tris-
HCI pH 7,5, 150mM NaCl, 0,05% de Tween
20 v/v), a membrana foi incubada com
anticorpo anti-IgG de equino conjugado com
peroxidase (Sigma), diluido em solugédo de
bloqueio na concentragdo de 1:5000,
durante uma hora a temperatura ambiente,
sob agitagdo. A membrana foi lavada cinco
vezes, a reagao revelada com
Diaminobenzidina (DAB- Sigma) e
interrompida com H,O deionizada.

Para averiguar a qualidade das amostras de
IgGs purificadas foi utilizada eletroforese em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE (16%). As
amostras foram solubilizadas em tampéao de
amostra (1% SDS, 1% Tris pH 6,8,
bromophenol blue a 0,02% e 20% glicerol).
A eletroforese foi realizada em temperatura
ambiente com tampao superior 0,1M Tris
base, 0,1M Glicina e SDS 0,1%, e com
tampéao inferior 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9, na
voltagem de 100V. Apdés a corrida
eletroforética, o gel de poliacrilamida foi
colocado em solugédo corante de proteinas
Coomassie-blue R-250, para a visualizagcao
da banda correspondente a 1gG. O
marcador de peso molecular Bench Mark
Protein Ladder (Invitrogen) foi aplicado no
gel para comparagao com as IgGs obtidas.

2.1.2- Selegdo Biolégica IgG AIE
(Biopanning)

A selegdo de sequéncias peptidicas ligantes

as IgGs purificadas do soro de animais
positivos e negativos para o VAIE, foi
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realizada de acordo com protocolo descrito
por Barbas e colaboradores (2001). Foi
utlizada a biblioteca Ph.D.-C7C™ New
England BioLabs® que contém peptideos
randémicos de sete aminoécidos
flanqueados por um par de residuos de
cisteinas, apresentados na superficie de
fagos filamentosos. As cisteinas formam
uma ligacao dissulfeto durante o processo
de montagem do fago, sendo os peptideos
apresentados ao alvo de interesse na forma
de Joops (biblioteca constrita ou de
peptideos ciclicos). Os heptapeptideos
randémicos desta biblioteca s&o precedidos
por residuos de Ala-Cys e possuem uma
curta sequéncia composta por Gly-Gly-Gly-
Ser que é fusionada a regido N-terminal da
proteina capsidica menor (Proteina |ll)
expressas nos fagos M13 filamentosos. Esta
biblioteca apresenta 1,28 x 10° possiveis
sequéncias heptapeptidicas.

Primeiramente foram adicionados 150ul de
IgG total negativa para o VAIE (alvo) na
concentracdo de 100pug/mL em 01 M
NaHCO3, pH 8,6 para adsor¢do, em um
orificio da placa de microtitulagcdo de 96
pocos (MaxiSorp™ - Nunc). Em outro orificio
da mesma placa foram adicionados 150l
de IgG total positiva para o VAIE na mesma
concentracdo. A placa foi incubada por 18
horas, a 4°C sob leve agitagdo em um
recipiente contendo papel toalha umidificado.

No dia seguinte as solugbes de adsorgéo
com os alvos (IgG negativa e positiva) foram
desprezadas e os orificios adsorvidos da
placa foram bloqueados durante uma hora a
4°C com 250 ul do tampéo de bloqueio (0,1
M NaHCO3, pH 8,6, 5 mg/ml BSA, 0,02%
NaN;). A solugdo de bloqueio foi entdo
desprezada e os orificios adsorvidos da
placa foram lavados seis vezes com a
solugdo de TBST (50mM Tris-HCI pH 7,5,
150mM NaCl, 0,1% de Tween 20 v/v).

Fagos na concentracio 4,0 x 10 da
biblioteca original foram diluidos em 100pl
da solugcdo de TBST e adicionados no
orificio adsorvido com o alvo IgG total
negativa, com periodo de incubagao de uma
hora sob leve agitagdo a 4°C. Apds este
periodo de incubacdo, o sobrenadante de
fagos néo ligados no alvo IgG negativa foi



transferido para o orificio contendo o alvo
IgG  positiva adsorvida e incubado
novamente durante uma hora sob leve
agitagdo a 4°C, garantindo que apenas os
fagos ligantes no alvo IgG positiva fossem
selecionados.

Apds incubagdo com IgG positiva, os fagos
nao ligados foram desprezados e o orificio
foi lavado dez vezes com a solugdo TBST.
Os fagos ligados neste alvo foram eluidos
com o tampao 0,2 M glicina-HCI, pH 2,2,
contendo 1 mg/ml BSA durante 10 minutos
sob agitagdo a 4°C. O eluato foi transferido
para microtubos e neutralizado com 2yl do
tampao 1M Tris-HCI, pH 9,1.

Aliquotas dos fagos eluidos foram utilizadas
para a determinagao da titulagdo. O eluato
remanescente contendo fagos foi utilizado
para a amplificacdo pela infeccdo em E. coli
ER2738. Foram realizados quatro ciclos de
selecao para o enriquecimento dos fagos
contendo os peptideos ligantes.

Um volume de 80ul do eluato foi utilizado
para a primeira amplificagdo em 20,0 mL de
cultura de E. coli (ER2738) em fase inicial
de crescimento (DO 600, < 0,3), contendo
tetraciclina, incubando-se a cultura por 4-5
horas em agitador com temperatura de 37°C,
para posterior procedimento de precipitagao
e titulagao dos fagos amplificados.

A cultura foi transferida para um tubo Oak
Ridge™ (Hitachi) e centrifugada durante 10
minutos a 11300 Xg, 4°C. As células
residuais foram descartadas e o
sobrenadante transferido para um tubo
limpo e centrifugado novamente. Oitenta
porcento do sobrenadante foi transferido
para um outro tubo esterilizado e
acrescentado 1/6 do volume com PEG/NaCl
(20% peso/volume de Polietileno glicol-8000,
2,5M NaCl em agua) para precipitagdo dos
fagos amplificados. Esta mistura
permaneceu em repouso por 12 horas a 4°C.

No dia seguinte, a suspensdo foi
centrifugada durante 15 minutos a 11300 Xg,
4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo
foi centrifugado brevemente, para que o
sobrenadante  residual pudesse  ser
removido. O precipitado foi ressuspendido

em 1,0 mL de TBS, transferido para um
microtubo e centrifugado por 5 minutos a
11300 Xg, 4°C para sedimentar os residuos
celulares. O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo para nova
precipitagdo por adicdo de PEG/NaCl (1/6
do volume). A mistura foi incubada em gelo
por 1 hora e entdo centrifugada durante 10
minutos a 11300 Xg, 4°C. O sobrenadante
foi descartado, e a centrifugagéo foi repetida
para remogao de sobrenadante residual. O
precipitado foi ressuspendido em 200uL de
TBS (50mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NacCl)
obtendo-se entdo o eluato contendo fagos
amplificados do primeiro ciclo.

Os fagos amplificados no primeiro ciclo de
selegdo foram selecionados no segundo
ciclo, com a mesma concentragdo de IgG
positiva para VAIE previamente adsorvida
em orificio da placa de microtitulagdo
conforme descrito anteriormente. A partir do
segundo ciclo, a estringéncia do tampéao de
lavagem foi aumentada de 0,1% para 0,5%
de Tween-20 em todas as lavagens.

Os fagos amplificados no segundo ciclo
foram selecionados no terceiro ciclo nas
mesmas condicdes descritas, e os fagos
amplificados no terceiro ciclo foram
selecionados no quarto ciclo do biopanning.
Apods incubagdo com o alvo no quarto ciclo,
foram realizadas 15 lavagens com a solugéo
TBST. O eluato do quarto ciclo ndo foi
amplificado.

As colbnias isoladas obtidas da placa de
titulagdo do eluato ndo amplificado do
quarto ciclo, ap6és contagem, foram
coletadas com palitos de madeira
esterilizados e reamplificadas
separadamente em placas do tipo Deepwell
para o armazenamento dos clones
selecionados. Para isso, cada colbnia
isolada obtida foi dispensada em um poco
da placa Deepwell contendo 1,2 mL de meio
de cultura LB e tetraciclina com E. coli em
fase de crescimento inicial. A placa foi
incubada por 12 horas a 37°C, sob agitago.
A placa Deepwell foi centrifugada por 10
minutos a 1.55 Xg, para a retirada do
sobrenadante que foi transferido para uma
outra placa Deepwell e entao adicionado 1/6
do volume de PEG/NaCl (20% de polietileno
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glicol-8000, NaCl 2,5 M) seguido por
incubacdo de 12 horas a 4°C. Apds
centrifugacao e retirada do sobrenadante da
placa que foi incubada para crescimento
dos clones de fagos com E. coli, foi
acrescentado 100uL de glicerol 80% para
estoque a -20°C (placa backup).

Ap0s incubagao da placa com sobrenadante
e PEG/NaCl, foi realizada centrifugacéo por
30 minutos a 1550 Xg, o sobrenadante
descartado, e o precipitado ressuspendido
em 200,0 yL de TBS com 0.02% NaNj e
armazenado a 4°C.

Os fagos precipitados foram diluidos na
concentragdo 1:100 e tiveram as
concentragoes estimadas por
espectrofotometria em absorbancia de UV
nos comprimentos de onda de 269 e 320
nm. O calculo da concentragdo Vviral
(numero de fagos/ pL) foi baseado na
férmula: niumero de fagos/ pL = (Abs 269 —
Abs 320) x 6 x 10"/ 7,222 x 10% (nimero de
nucleotideos no genoma do fago) x 0,1
(fator de diluicao).

2.1.3- Titulacao dos fagos

O numero de entrada e saida das particulas
virais durante os ciclos de selecdo foram
determinados pela titulagdo (Barbas et al.,
2001).

Para as titulagbes dos eluatos néo
amplificados dos quatro ciclos de selegéao,
foram realizadas cinco diluicbes seriadas
que variaram de 10" até 10" utilizando 1,0
ML dos fagos (eluato) diluidos em 9,0 uL de
meio de cultura LB com tetraciclina. Em

cada diluigdo foram acrescentados 200 uL E.

coli ER2738 crescida em meio LB e um
volume de 3 mL Agarose TOP (10g de
Bacto-Triptona, 5g de extrato de levedura,
5g de NaCl, 1g de MgCI2. 6H20, 7g
Agarose/L) que foram colocadas na
superficie de placas de Petri com meio LB
solido contendo X-gal (40 ug/ml) e IPTG
(0.5 mM).

Todos os eluatos amplificados foram
titulados seguindo o mesmo protocolo
descrito para a titulagdo dos eluatos nao
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amplificados. Apenas diferem as diluicdes
para titulagdo dos fag:r;os amplificados, que
variam de 10®até 107" utilizando 1,0uL dos
fagos (amplificados) diluidos em 9,0 yL de
meio de cultura LB com tetraciclina.

Apés a incubacgio por 18 horas em estufa a
37°C, as colbnias azuis foram contadas para
a obtencdo dos titulos de entrada e saida
para todas as diluicbes (numero de colbnias
azuis x fator de diluicdo). Os resultados
foram expressos por ufc/uL (unidades
formadoras de colbnias por pL). As col6nias
que apresentaram coloragao azul
demonstram a hidrélise do substrato X-Gal
pela B-galactosidase dos fagos, expressa
pelas bactérias ER2738.

2.1.4- Caracterizagcdo dos clones
ligantes

Extragao do DNA dos fagos

Para a extragcdo do DNA dos fagos, uma
colbnia de E. coli foi inoculada em 20 mL de
meio LB com tetraciclina e incubada sob
agitagao a 37°C por 14 horas. O volume de
1,2 mL dessa cultura foi diluido em 120 mL
de meio LB (autoclavado e com tetraciclina),
e 1,2 mL da mistura distribuida em cada
poco da placa Deepwell esterilizada.

Palitos de madeira esterilizados foram
utilizados para coleta das coldnias azuis de
bactérias infectadas com fagos do quarto
ciclo de selecdo nao amplificado, e
transferidas para os pogos da placa
Deepwell  contendo cultura diluida.
Incubacdo por 24 horas, sob agitacdo a
37°C.

Apés incubagéo, a placa foi centrifugada por
10 minutos a 1550 Xg, 20°C e 800 pL de
cada sobrenadante foi transferido para uma
nova placa Deepwell, com adi¢ao de 350 uL
de PEG/NaCl seguido por incubagéo de 10
minutos a temperatura ambiente.

Apds o periodo de incubacdo, a placa foi
centrifugada a 22100 Xg, durante 40
minutos a 20°C, para precipitagdo dos fagos.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspendido em 100 uL de



tampéo iodeto (10mM de Tris-HCI pH 8,0,
1mM de EDTA e 4M de Nal). A placa foi
agitada, e foram adicionados 250 pL de
etanol em cada pogo, seguido por
incubagdo de 10 minutos a temperatura
ambiente. A placa foi centrifugada por 40
minutos a 22100 Xg, 20°C, os
sobrenadantes foram descartados, e aos
precipitados foram adicionados 150 pL de
etanol 70% com posterior centrifugagcao de
10 minutos a 22100 Xg.

Os sobrenadantes foram novamente
descartados e as amostras do DNA dos
fagos foram ressuspedidas em 20 pL de
agua deionizada esterilizada.

A qualidade das amostras foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com solugédo de brometo de etideo, na
presenga do marcador de tamanho
molecular e do padrdo DNA do fago M13
para comparacdo com o DNA das amostras
dos fagos selecionados.

As concentracbes das amostras do DNA
extraidas foram estimadas por
espectrofotometria nos comprimentos de
onda de 260 nm para DNA e 280 nm para
proteinas.

Sequenciamento

Para a reagdo de sequenciamento foram
utilizados em cada pogo da placa 500 ng de
DNA molde (DNA de cada fago), 5 pmol do
primer -96 glll (5-OH CCC TCATAG TTA
GCG TAA CG-3 - Biolabs) e Premix
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. —
Amersham Biosciences). A reacgédo foi
realizada em termociclador de placas
(MasterCycler — Eppendorf) utilizando
programa de 35 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 20 segundos, anelamento do
primer a 58°C por 15 segundos, e extensao
a 60°C por 1 minuto.

O DNA sequenciado foi precipitado com 1
mL de acetato de aménio e 27,5 mL de
alcool etilico. A placa foi centrifugada por 45
minutos a 1550 Xg e o sobrenadante
descartado. Foram adicionados 150 mL de
etanol 70% ao DNA precipitado que foi

centrifugado por 15 minutos a 1550 Xg. A
solucdo de etanol foi descartada por pulso
invertido. Os precipitados resultantes foram
ressuspendidos em 10 mL do tampéao de
diluicdo (DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Kit. — Amersham Biosciences).

A leitura do sequenciamento foi realizada
em um sequenciador automatico do tipo
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences)
no Laboratério de Nanobiotecnologia (UFU).
A andlise das sequéncias de DNA
provenientes do sequenciador automatico
foi processada em software do proprio
equipamento (Sequence Analyser, Base
Caller, Cimarron 3.12, Phred 15). Logo ap6s
esta pré-analise, as sequéncias dos vetores
foram retiradas e somente aqueles insertos
com sequéncias completas foram traduzidos.

Tradugédo e andlise das sequéncias

Com as sequéncias do DNA foram
realizadas analises de dedugcdo in silico
para as sequéncias peptidicas pelo
programa DNA2PRO, disponivel no site
https://relic.bio.anl.gov/programs.aspx. Este
programa é designado para tradugédo de
sequéncias de insertos tanto de bibliotecas
da New England Biolabs (Ph.D.-12™ ou
Ph.D.-C7C™) quanto de outras bibliotecas
de interesse que contiverem as sequéncias
inicial e final do vetor, no caso o
bacteriofago M13. 0] programa
automaticamente localiza a posi¢do do
inserto, traduz o mesmo e indica qualquer
erro possivel na sequéncia, tais como
codons inesperados ou erros na sequéncia
préxima.

Foi utilizado o programa AAFREQ
(https://relic.bio.anl.gov/aafregs.aspx) para o
calculo da frequéncia e da diversidade de
aminoacidos dentro da populagdo de
peptideos selecionados.

A procura por similaridade entre as
sequéncias peptidicas selecionadas foi
realizada com o programa Clustal W (versao
18.1 www.ebi.ac.uk/clustalW/), através de
alinhamentos multiplos.
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2.1.5- Precipitacdo das amostras de
fagos selecionadas para os
imunoensaios

Para o protocolo de precipitagdo dos fagos
que foram submetidos aos imunoensaios
realizados, uma colénia de E. coli foi
inoculada em 20 mL de meio LB com
tetraciclina e incubada sob agitacéo a 37°C
por 14 horas. A cultura foi diluida em meio
LB (autoclavado e com tetraciclina) na
proporcao de 1:100 e um volume de 10 mL
distribuido em tubos esterilizados. O volume
de 50ul das amostras backup com glicerol
dos fagos selecionados e do fago selvagem
foi adicionado em cada tubo contendo meio
de cultura, e incubados a 37°C sob agitagao
por 18 horas.

No dia seguinte os fagos em crescimento
foram centrifugados a 3000 Xg durante 40
minutos e os sobrenadantes transferidos
para outros tubos, onde foi acrescentado
1/6 do volume de PEG/NaCl. Esta mistura
de amostras do sobrenadante com
PEG/NaCl foi mantida em repouso por 18
horas, a 4°C.

Apdés o periodo de incubagdo os tubos
foram centrifugados durante 30 minutos na
rotagdo de 5000 Xg, os sobrenadantes
foram desprezados e os precipitados
ressuspendidos em 500ul de solugdo TBS
(50mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NacCl). Aos
precipitados ressuspendidos foi
acrescentado 1/6 do volume de PEG/NaCl
seguido por incubagdo a 4°C em repouso
durante uma hora. As amostras foram
centrifugadas durante 30 minutos na
rotagdo 5000 Xg e o precipitado
ressuspendido em 200ul de TBS com 0,02%
NaN;. As amostras foram centrifugadas
durante 10 minutos a 5000 Xg para retirada
das bactérias residuais, os sobrenadantes
foram transferidos para outros tubos, e
estocados a 4°C.

Os fagos precipitados foram diluidos na
concentragdgo 1:100 e tiveram as
concentragdes estimadas por
espectrofotometria em absorbancia de UV
nos comprimentos de onda de 269 e 320
nm. O calculo da concentragdo Vviral
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(numero de fagos/ uL) foi baseado na
férmula: niumero de fagos/ pL = (Abs 269 —
Abs 320) x 6 x 10'%/ 7,222 x 10% (nimero de
nucleotideos no genoma do fago) x 0,1
(fator de diluicao).

2.1.6- Fago selvagem

O fago M13KE New England BioLabs® foi
utilizado nos imunoensaios como controle
negativo das reacgbes. Este fago néo
apresenta peptideo fusionado na proteina |l
do capsideo viral. Conforme indicagbes do
fabricante, este clone pode ser util como
controle ou para titulagdo dos estoques de
fagos. Os procedimentos de amplificagao,
precipitacdo e dosagens para o fago
selvagem foram os mesmos utilizados para
os fagos selecionados com as bibliotecas.

2.1.7- Analises da reatividade dos

clones selecionados em
imunoensaios com as IgGs
purificadas

A primeira etapa de avaliagao da reatividade
dos clones de fagos selecionados no
biopanning, foi realizada por meio de
imunoensaios do tipo ELISA, Western Blot,
e Dot Blot, com as 1gGs purificadas positivas
e negativas obtidas dos soros de animais
infectados e ndo infectados com VAIE.

Phage-ELISA

Com o objetivo de selecionar apenas os
fagos reativos com as IgGs provenientes
dos soros de animais positivos para o VAIE,
€ nao reativos com as IgGs provenientes
dos soros dos animais negativos, foram
relizados testes de ELISA.

Placas de alta afinidade (MaxiSorp™ - Nunc)
de 96 pocos foram divididas para adsorgao
das IgGs positivas e negativas purificadas.
Em todas as placas utilizadas foram
testadas as reatividades das amostras dos
fagos selecionados em duplicata.

Quarenta e quatro pogos da placa de ELISA
foram adsorvidos com 1ug de IgG purificada
positiva diluida em tampao Bicarbonato (0,1
M NaHCO3, pH 8,6), e outros quarenta e



quatro pogos da mesma placa foram
adsorvidos com 1ug de IgG purificada
negativa diluida no mesmo tampdo de
adsorg¢ao. Quatro pogos de cada metade da
placa foram utilizados como controles da
reagdo sem adsorgcao com as IgGs.

As placas com as solugbes de adsorgao
(100pl/pogo) foram mantidas por 2 horas
sob agitacao a temperatura ambiente e logo
apos este processo as solugbes foram
desprezadas para posterior bloqueio de 18
horas sob agitagéo a 4°C com 300ul/pogo
da solugédo de PBS (0,13 M NaCl, 0,002 M
KCI, 0,008 M Na,HPO, 12 H,O, 0,014 M
KH,PO,, pH 7,4) com 5% de BSA (albumina
do soro de bovinos). Depois do bloqueio as
placas foram lavadas trés vezes com a
solugdo PBST 0,1% (solugdo PBS com
0,1% de Tween 20).

As amostras dos fagos precipitadas por
PEG/NaCl e com as concentragbes
estimadas por espectrofotometria em
absorbancia de UV nos comprimentos de
onda de 269 e 320 nm, foram diluidas para
a concentragédo de 1 x 10" fagos na solucéo
de PBS com 3% BSA e 0,5% Tween 20.
Foram acrescentadas, em duplicata,
100pl/pogo das diluicbes de cada amostra
de fago sobre as IgGs positivas e negativas
adsorvidas previamente, seguido por
periodo de incubacdo de 2 horas em
repouso a 37°C.

Amostras de fagos selvagens (controle
negativo) foram diluidas nas mesmas
condi¢cdes e acrescentadas sobre 0s pogos
adsorvidos e ndo adsorvidos com as IgGs
segundo layout pré-estabelecido das placas.

Apés esta etapa, as placas foram lavadas
oito vezes com solugcdo PBST 0,1% e
incubadas por 1 hora a 37°C com anti-M13
conjugado com peroxidase (1:5000, Sigma),
100ul/pogo diluido em solugao de PBS com
3% BSA e 0,5% Tween 20.

Ao final da incubagédo, as placas foram
novamente lavadas oito vezes com PBST
0,1% e a revelagéo ocorreu pela adigdo de
H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD) 1
mg/mL em tampéo Citrato-Fosfato 0,1M pH
5,0. A reagao foi interrompida pela adi¢ao

de acido sulfurico (2N) e a densidade o6tica
(DO) foi obtida por leitura em
espectrofotdbmetro de placas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) no
comprimento de onda de 490 nm.

O valor do ponto de corte (cut off) foi
calculado baseado nos valores da DO
obtidos com o fago selvagem (cut off =
média fago selvagem + 2X desvio padrao
fago selvagem). O indice ELISA foi
calculado considerando-se a média da DO
das duplicatas dividido pelo valor do cut off.
Valores acima de 1 foram considerados
positivos.

Para verificar a diferenga entre os indices
ELISA obtidos da reatividade dos clones
com as IgGs positivas e negativas, foi
realizado o teste-t pareado no programa
STATA 10.0.

ELISA - Teste da reatividade da
proteina recombinante rgp90 com as
amostras de Igs positivas e negativas
purificadas

Com o objetivo de avaliar se a proteina
recombinante gp90 apresentava diferenga
de reatividade com as amostras de IgGs
positivas e negativas purificadas, e se
poderia ser utilizada como controle nas
reacgoes, foram realizados testes de ELISA
variando as concentragdes da proteina
adsorvida em placas.

A concentragdo da proteina rgp90 foi
estimada por espectrofotometria  no
comprimento de onda de 280 nm, e pelo
método de Bradford, (1976). A corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE (16%) permitiu averiguar a qualidade
da rgp90.

Diluigdes da proteina nas concentragdes de
0,25ug, 0,5ug, 1ug e 2ug/pogo em tampéao
Bicarbonato (0,1 M NaHCO3, pH 8,6) foram
realizadas para adsor¢cdo em placa de
ELISA (MaxiSorpTM - Nunc) de 96 pogos
(100upl/pogo de cada diluigdo). Seguido por
adsorcgao durante 18 horas a 4°C, a placa foi
lavada duas vezes com solugdo PBST
0,05% (solugédo PBS com 0,05% de Tween

31



20) e bloqueada com solugdo de PBS com
5% de leite em pd desnatado durante uma
hora em repouso a temperatura ambiente.
Amostras de IgGs positivas e negativas
foram diluidas na concentragdo de 1ug/ul
em solugdo de PBS com 1% leite em po
desnatado (100ul/pogo) e incubadas com a
proteina  adsorvida em todas as
concentracbes durante uma hora a
temperatura ambiente. Os pogos sem as
IgGs foram considerados Branco (B) para a
reagdo. Apods incubagéo, foram realizadas
trés lavagens com solugdo PBST 0,05%
seguido por adicdo de anticorpo secundario
anti-equino conjugado com peroxidase
(Sigma) testado nas concentra¢des 1:10000,
1:7500, 1:5000 e 1:2500 (100ul/pogo) sobre
todas as diluicdes da rgp90. A placa foi
incubada durante uma hora em repouso a
temperatura ambiente, apods esta etapa
foram realizadas trés lavagens com PBST
0,05% e a revelagéo da reacgao ocorreu pela
adicado de H,O, 0,03% e orto-
fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em tamp&o
Citrato-Fosfato 0,1M pH 5,0. A reacédo foi
interrompida pela adigdo de acido sulfurico
(2N) e a densidade ¢tica (DO) foi obtida por
leitura em espectrofotbmetro de placas
Titertek Multiskan Plus (Flow Laboratories,
USA) no comprimento de onda de 490 nm.

O ponto de corte foi calculado com valor
médio da DO obtida com IgG negativa mais
2x desvio padrdo da IgG negativa. Os
resultados obtidos acima do valor do ponto
de corte foram considerados positivos.

O teste-t foi realizado no programa STATA
10.0 para verificar a diferenca da reatividade
da proteina com as IgGs positivas e
negativas.

ELISA- Competicdo A

O ensaio de competicdo em ELISA foi
realizado para verificar se os fagos
selecionados no biopanning e reativos
apenas com as amostras de IgG positiva,
eram capazes de competir com a proteina
rgp90 para a ligacdo a IgG positiva
adsorvida em placa.
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As IgGs positivas purificadas foram diluidas
em tampao Bicarbonato (0,1 M NaHCO3,
pH 8,6) e adsorvidas em placa de ELISA
(MaxiSorp™ - Nunc) de 96 pocos na
concentracdo de 1ug/poco, durante 18
horas sob agitagdo a 4°C. Apds duas
lavagens com solugdo PBST 0,05%, as
placas foram bloqueadas com solugdo de
PBS + 5% de leite em p6 desnatado durante
uma hora a temperatura ambiente em
repouso. Apdés o bloqueio, as placas
passaram por trés lavagens com PBST
0,05%.

As amostras dos fagos selecionados e do
fago selvagem foram diluidas na
concentragdo de 1 x 10", e a proteina
rgp90 foi diluida nas concentra¢des de Oug,
4ug, 8ug e 16ug/ul em solugdo de PBS com
1% leite em pd desnatado. Todas as
amostras de fagos foram misturadas com
cada concentragao da rgp90, em duplicatas.

Foi feita uma mistura de 100ul de fago 1 x
10" com 100u! de cada diluicao da rgp90, e
adicionadas nos pogos, seguido por
incubagéo durante uma hora sob agitacdo a
temperatura ambiente. Para controle da
reagdo dos fagos, em dois pocos de cada
coluna foram adicionadas as amostras de
fagos 1 x 10" sem proteina. Os pogos sem
adicdo de amostras foram considerados
Branco da reagdo. Apds incubagao das
amostras, as placas foram lavadas seis
vezes com PBST 0,05% e foi acrescentado
anticorpo secundario anti-M13 conjugado
com peroxidase na concentracdo de 1:5000
(Sigma) diluido em PBS com 1% leite em p6
desnatado (100ul/poco). As placas foram
novamente incubadas durante uma hora a
temperatura ambiente em repouso, e
lavadas seis vezes com PBST 0,05%.

A reacgao foi revelada com adi¢do de H,0O,
0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD) 1
mg/mL em tampéao Citrato-Fosfato 0,1M pH
5,0, e interrompida pela adicdo de acido
sulfurico (2N). A densidade otica (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas Titertek Multiskan Plus (Flow
Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm.



O valor do ponto de corte (cut off) foi
calculado baseado nos valores da DO
obtidos com o fago selvagem (cut off =
média fago selvagem mais 2X desvio
padrédo fago selvagem). O indice ELISA foi
calculado considerando-se a média DO das
duplicatas de cada amostra dividido pelo
valor do cut off.

O programa STATA 10.0 foi utilizado para o
calculo do coeficiente de variagao para cada
fago no experimento.

ELISA- Competicido B

Outro formato do ensaio de competicdo em
ELISA foi realizado para verificar se os
fagos selecionados eram capazes de
competir com a proteina rgp90, adsorvida
em placa, na ligacdo a IgG positiva em
solugao.

Amostra da proteina rgp90 foi diluida em
tampéao Bicarbonato (0,1 M NaHCO3, pH
8,6) e adsorvidas em placa de ELISA
(MaxiSorp™ - Nunc) de 96 pogos na
concentragcdo de 1ug/pogo, durante 18
horas sob agitacao a 4°C.

Apés duas lavagens com solugdo PBST
0,05%, as placas foram bloqueadas com
solugdo de PBS mais 5% de leite em po
desnatado durante uma hora a temperatura
ambiente em repouso, seguido por trés
lavagens com PBST 0,05%.

As amostras dos fagos selecionados e o
fago selvagem (controle negativo) foram
diluidas em PBS com 1% leite em pé
desnatado, nas concentracdes de 1 x 10'%,
1x 10", 1x 10" e 1 x 10°. A IgG positiva
purificada foi diluida na concentracdo de
1ug/poco. As placas foram divididas em
colunas, sendo testada uma amostra de
fago por coluna. As concentragbes dos
fagos foram testadas em duplicata. Foram
adicionados nos pogos adsorvidos com a
gp90, a mistura de 100ul de cada diluigdo
dos fagos testada com 100ul da IgG na
concentragdo de 1ug/pogo. A mistura foi
incubada por uma hora sob agitagdo a
temperatura ambiente seguido por seis
lavagens com PBST 0,05%. Pocgos

incubados apenas com a solugdo de IgGs
(sem os fagos) foram controles da reagéo.
Anticorpo secundario anti-equino conjugado
com peroxidase (1:5000, 100ul/pogo, Sigma)
diluido em PBS com 1% leite em po, foi
incubado durante uma hora em repouso a
temperatura ambiente. Foram realizadas
seis lavagens apés esta incubacéo.

A reacgao foi revelada com adi¢do de H,0O,
0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD) 1
mg/mL em tampéo Citrato-Fosfato 0,1M pH
5,0, e interrompida pela adicdo de acido
sulfurico (2N). A densidade o6tica (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm.

O valor do ponto de corte (cut off) foi
calculado baseado nos valores da DO
obtidos com o fago selvagem (cut off =
média fago selvagem mais 2X desvio
padrdo fago selvagem). O indice ELISA
calculado considerando-se a média DO das
duplicatas de cada amostra dividido pelo
valor de cut off.

Dot Blot

O ensaio de Dot Blot foi realizado para
verificar reatividade dos fagos com as IgGs
positiva e negativa purificadas.

A membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 pm foi
sensibilizada com cada amostra dos fagos
na ordem de 10"". O fago selvagem e 1ug
da proteina rgp90 foram também
sensibilizados como controles negativo e
positivo respectivamente. Apbs
sensibilizacdo, as membranas foram
bloqueadas com solugao de TBS com 5%
de leite em pé desnatado durante uma hora
a temperatura ambiente, sob agitacdo e
lavadas uma vez com TBST 0,05%.

As IgGs purificadas positivas e negativas
foram utilizadas como anticorpos primarios
na concentracdo de 400ug, diluidas em
solugcado de bloqueio, e incubadas com as
membranas durante uma hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. As
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membranas foram lavadas cinco vezes com
TBST 0,05%, e incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de equino conjugado
com fosfatase alcalina (1:5000, Sigma)
diluido em solugao de bloqueio, durante
uma hora a temperatura ambiente, sob
agitagcao. Apos cinco lavagens com TBST
0,05%, a reacao foi revelada com NBT/BCIP
(nitroblue  tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate) (Sigma), e interrompida
com H,O deionizada.

Dot Blot competicao

As amostras dos fagos selecionadas foram
submetidas a competicdo com a rgp90 para
a ligagdo a IgG positiva purificada, em
solugao, no protocolo de Dot Blot.

A membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 pm foi
sensibilizada com cada amostra dos fagos
na ordem de 10"". O fago selvagem e 1ug
da proteina rgp90 foram também
sensibilizados como controles negativo e
positivo respectivamente. O bloqueio e as
lavagens foram realizadas conforme
descrito anteriormente.

Foi utilizada a 19G positiva como anticorpo
primario na concentracdo de 400ug diluida
em solugao de bloqueio, e em solugdo com
a proteina rgp90, nas concentracdes de
80ug e 120ug.

Todas as amostras dos fagos selecionados,
fago selvagem, e da proteina rgp90
sensibilizadas nas membranas, foram
submetidas a incubagdo com IgG positiva
pura, e em solugdo com as concentragoes
da rgp90 testadas para verificar presencga
de competicdo. Seguido de um periodo de
incubacdo de 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo, as membranas
foram lavadas e incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de equino nas mesmas
condigdes anteriormente descritas. Apos
cinco lavagens com TBST 0,05%, a reacéo
foi revelada com NBT/BCIP (nitroblue
tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate) (Sigma), e interrompida com
H,O deionizada.
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Western Blot

Para verificar se os peptideos fusionados na
proteina Il dos fagos selecionados s&o
especificamente reconhecidos pelas I1gGs
totais purificadas foram realizados testes em
Western Blot (WB).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (16%),
sob condigbes desnaturantes, foi realizada
com os clones precipitados na concentragao
de 1 x 10" de cada fago selecionado, 1 x
10" fago selvagem (controle negativo), e
10ug da proteina rgp90 (controle positivo).
As amostras foram eletrotransferidas
durante 2 horas, na amperagem de 280 mA
a 4°C, para membranas de nitrocelulose
(Amersham Pharmacia) com poro de 0,2 ym,
e blogueadas em solugdo de TBS com 5%
de leite em p6 desnatado durante uma hora,
sob agitacdo, a temperatura ambiente. As
membranas foram lavadas trés vezes com
solugao de TBST 0,05% (50mM Tris-HCI pH
7,5, 150mM NacCl, 0,05% Tween 20).

Foram utilizados 400ug de cada das IgGs
purificadas (positiva e negativa) como
anticorpos primarios, que foram incubados
com as amostras nas membranas durante
uma hora, sob agitacdo, a temperatura
ambiente, seguido por trés lavagens com
TBST 0,05%. Anticorpo secundario anti-lgG
de equino conjugado com peroxidase
(1:5000, Sigma) em solugéo de bloqueio, foi
adicionado sobre cada membrana. Elas
foram incubadas durante uma hora, sob
agitagdo a temperatura ambiente e
posteriormente lavadas trés vezes com
solugdo TBST 0,05%. A reagao foi revelada
por adicao do substrato DAB
(Diaminobenzidina, Sigma) e interrompida
com H,O deionizada.

Western Blot competicao

O protocolo de WB foi utilizado para verificar
se as amostras dos fagos selecionados e
imobilizados na membrana de nitrocelulose,
competem com a rgp90 em solug¢do, para
ligacao as IgGs purificadas positivas.

Amostras dos clones selecionados na
concentragéo de 1 x 10" e 10ug da proteina



rgp90, foram eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose que foram
cortadas em tiras. Apds o término do
bloqueio em solugdo de TBS com 5% de
leite em pé desnatado, foram lavadas uma
vez com TBST 0,05%. A proteina rgp90 foi
adicionada em solugdo com 400ug da IgG
positiva (anticorpo primario). As
concentracbes de 20ug, 40ug, 80ug e
160ug da rgp90 foram misturadas a IgG
positiva diluida em solugdo de bloqueio,
sobre cada amostra de fago selecionado
imobilizado nas tiras. Cada amostra de fago
foi também testada com 400ug da IgG
positiva pura (controle positivo). O periodo
de incubacéo foi de 2 horas a temperatura
ambiente sob agitacdo, seguida por trés
lavagens com TBST 0,05%.

O anticorpo secundario anti-IgG de equino
conjugado com peroxidase (1:5000, Sigma)
foi diluido em solugdo de bloqueio e
incubado com cada membrana durante 2

horas sob agitagdo, a temperatura ambiente.

As membranas foram lavadas trés vezes, a
reagao revelada com DAB
(Diaminobenzidina, Sigma) e interrompida
com H,O deionizada.

2.1.8- Analises da reatividade dos
clones selecionados no biopanning e
nos imunoensaios, com as amostras
dos soros de equideos naturalmente
infectados e nao infectados com
VAIE

A segunda etapa de avaliagdo da
reatividade dos clones de fagos foi realizada
por meio de imunoensaios do tipo ELISA,
Western Blot, e Dot Blot com amostras dos
soros de equideos.

Os clones ndo reagentes com a IgG
negativa e reativos apenas com as IgGs
positivas purificadas foram selecionados nos
imunoensaios ELISA, ELISA competicao,
Western Blot, Western Blot competi¢do, Dot
Blot, e Dot Blot competicédo, acima descritos.

As amostras dos soros de equideos foram
previamente testadas em ELISA rgp90,
segundo Reis (1997) e na Imunodifusdo em
Gel de Agar segundo protocolo descrito por

Coggins e Norcross (1970) e adaptagdes de
Nakajima e Ushimi (1971).

Phage-ELISA

Testes de ELISA foram realizados para
verificar a reatividade dos clones
selecionados com trinta amostras dos soros
de animais positivos e trinta soros negativos
para infecgao pelo VAIE.

As amostras dos fagos selecionados e
selvagem na concentragéo de 1x10"" e 1ug
da proteina rgp90, em tampao Bicarbonato
(0,1 M NaHCOg3, pH 8,6), foram adsorvidas
em pocos das placas de ELISA (MaxiSorp™
- Nunc) de 96 pocgos. Apds periodo de
adsorcdo por 18 horas a 4°C, as solugdes
foram descartadas e as placas foram
lavadas duas vezes com solugdo PBST
0,05% e bloqueadas com solugédo PBS com
5% leite em pd durante uma hora. Foram
realizadas trés lavagens para retirada da
solugcdo de bloqueio. Amostras dos soros
foram testadas em varias diluigbes para
verificar as condicbes ideais do teste.

Amostras foram diluidas nas concentragdes
de 1:50, 1:100, 1:500, 1:750 e 1:1000 em
solucdo PBS com 1% leite em p6 desnatado,
adicionadas em duplicata e incubadas na
placa durante uma hora a temperatura
ambiente. Pogos adsorvidos que nao
receberam amostras de soros foram
considerados Branco da reagao.

Seguido de seis lavagens, o anticorpo
secundario anti-equino conjugado com
peroxidase (1:5000, Sigma) foi diluido em
PBS com 1% leite em pé desnatado e
incubado nos pogos por uma hora a
temperatura ambiente. A placa foi lavada
seis vezes, a reagao revelada com adigao
de H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD)
1 mg/mL em tampéo Citrato-Fosfato 0,1M
pH 5,0, e interrompida pela adi¢gdo de acido
sulfarico (2N). A densidade otica (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas Titertek Multiskan Plus (Flow
Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm.
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Para o calculo do ponto de corte (cut off) de
cada uma das diluicdes dos soros testadas,
foi utilizada a proteina rgp90 com os soros
negativos como fator de comparacgéo. Foi
calculada a média da absorbancia da rgp90
Calculo IE negativo:

com 0s soro negativos mais 2x desvio
padrdao. Os indices ELISA (IE) foram
calculados separadamente para os soros
positivos e negativos:

Média da absorbancia de cada soro negativo — média do fago selvagem com soros negativos

Calculo IE positivo:

Cut off

Média da absorbancia de cada soro positivo — média do fago selvagem com soros positivos

ELISA competicao C

O ensaio ELISA formato competicdo foi
realizado para verificar a capacidade dos
fagos selecionados em competir com a
proteina rgp90 para ligagdo aos anticorpos
das amostras dos soros de animais
positivos para AlE.

Foram adsorvidos os pogos das placas de
ELISA (MaxiSorp™ - Nunc) com a proteina
rgp90 na concentracdo de 1ug diluida em
tampédo Bicarbonato (0,1 M NaHCO3, pH
8,6), durante 18 horas a 4°C, em repouso.
Apés esta etapa, as placas foram lavadas
duas vezes com PBST 0,05% e bloqueadas
com solugao de PBS com 5% leite em po
durante uma hora, em repouso.

Apés trés lavagens, as amostras dos soros
positivos e negativos foram diluidas em
solucdo de PBS com 1% de leite em pd
desnatado na concentracdo de 1:500 e
colocadas sobre os pogos em duplicata.
Foram feitas diluicdes dos soros positivos
1:500 que foram misturadas com fagos (E12
e selvagem) na concentragdo de 1x10"
(competicao) que também foram colocadas
nos pogos das placas em duplicata. Os
pocos sem amostra dos soros foram Branco
da reacgdo. Apos periodo de incubagéo de 2
horas sob agitagao, a temperatura ambiente
as placas foram lavadas seis vezes e foi
adicionado anticorpo secundario anti-equino
conjugado com peroxidase (1:5000, Sigma).
Apods incubagao por hora em repouso foram
feitas seis lavagens, e a reacdo revelada
com adicado de H,O, 0,03% e orto-
fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em tamp&o
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Cut off

Citrato-Fosfato 0,1M pH 5,0, e interrompida
pela adigéo de acido sulfurico (2N).

A densidade otica (DO) foi obtida por leitura
em espectrofotdmetro de placas Titertek
Multiskan Plus (Flow Laboratories, USA) no
comprimento de onda de 490 nm.

A anadlise estatistica dos resultados foi
realizada com auxilio do programa Prisma
5.0 para ANOVA com pés teste de
Bonferroni para comparagdo das médias
das duplicatas dos valores das densidades
Gticas obtidas no ELISA.

Western Blot

Para verificar se os peptideos expressos na
proteina Il dos clones selecionados
diferenciavam o0s soros dos animais
positivos dos negativos, foram realizados
testes em Western Blot (WB).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (16%)
foi relizada com os clones precipitados na
concentracdo de 1 x 10" de cada fago
selecionado, 1 x 10" fago selvagem
(controle negativo), e 10ug da proteina
rgp90 (controle positivo). As amostras foram
eletrotransferidas durante 2 horas, na
amperagem de 280 mA a 4°C, para
membranas de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 um, e
bloqueadas em solugéo de TBS com 5% de
leite em pd desnatado durante uma hora,
sob agitagdo, a temperatura ambiente. As
membranas foram lavadas trés vezes com
solucdo de TBST 0,05% (50mM Tris-HCI pH
7,5, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20).



Os soros positivos e negativos foram
testados nas diluicdes de 1:500 e 1:1000
em solugdo de bloqueio, e incubados com
as membranas sensibilizadas durante uma
hora sob agitagdo a temperatura ambiente.

As membranas foram lavadas trés vezes e
incubadas com anticorpo secundario anti-
IgG de equino conjugado com fosfatase
alcalina (1:5000, Sigma) em solugdo de
blogueio, durante uma hora sob agitagéo, a
temperatura ambiente. Apds trés lavagens a
reacdo foi revelada com NBT/BCIP
(nitroblue  tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate) (Sigma), e interrompida
com H,O deionizada.

Dot Blot

O ensaio de Dot Blot foi realizado para
verificar se os clones de fagos eram
capazes de diferenciar trinta amostras dos
soros de campo positivos e trinta negativos.

A membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 pm foi
sensibilizada com cada amostra dos fagos
na ordem de 10"". O fago selvagem e 1ug
da proteina rgp90 foram também
sensibilizados como controles negativo e
positivo respectivamente. Apods
sensibilizagdo, as membranas foram
bloqueadas com solugao de TBS com 5%
de leite em p6 desnatado durante uma hora
a temperatura ambiente, sob agitacdo e
lavadas uma vez com TBST 0,05%.

As amostras dos soros foram testadas nas
diluicdes 1:500, 1:1000 e 1:1250 em
solugdo de bloqueio e incubadas durante
uma hora a temperatura ambiente, sob
agitacdo. As membranas foram lavadas
cinco vezes com TBST 0,05% e incubadas
com anticorpo secundario anti-lgG de
equino conjugado com fosfatase alcalina
(1:5000, Sigma) em solugdo de bloqueio,
durante uma hora sob agitagdo, a
temperatura ambiente. Apdés cinco lavagens
a reacao foi revelada com NBT/BCIP
(nitroblue  tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate) (Sigma), e interrompida
com H,O deionizada.

Dot Blot competicao (soros)

As amostras dos clones de fagos que
diferenciaram soros de campo positivos e
negativos foram submetidas ao teste de
competicdo em Dot Blot. Os fagos
sensibilizados nas membranas foram
testados quanto a capacidade de competir
com a proteina rgp90, em solugdo, para
ligagcdo aos anticorpos das amostras de
soros positivas para infecgdo com VAIE.

Membranas de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 um foram
cortadas em tiras e sensibilizadas com
amostra do fago E12 na ordem de 10'". O
fago selvagem e 1ug da proteina rgp90
foram também sensibilizados (controles
negativo e positivo). Apos sensibilizagéo, as
membranas foram bloqueadas com solugéo
de TBS com 5% de leite em p6 desnatado
durante uma hora a temperatura ambiente,
sob agitagédo e lavadas uma vez com TBST
0,05%. Amostras dos soros positivos e
negativos foram diluidas 1:1250 em solugao
de bloqueio. As membranas foram
incubadas com soro positivo, soro negativo,
e soro positivo suplementado com 80ug da
proteina rgp90 (competicdo). O periodo de
incubagdo foi de 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo. Apds cinco
lavagens com TBST 0,05%, as tiras foram
incubadas com anticorpo secundario anti-
IgG de equino conjugado com fosfatase
alcalina (1:5000, Sigma) em solugdo de
bloqueio, durante uma hora sob agitagéo, a
temperatura ambiente. Seguido de cinco
lavagens, a reacdo foi revelada com
NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate) (Sigma), e
interrompida com H,O deionizada.

2.1.9- Andlises por bioinformatica

Os peptideos selecionados nos
imunoensaios realizados com as amostras
dos soros dos animais positivos e negativos
para infeccdo causada pelo VAIE foram
analisados por ferramentas de
bioinformatica.

A procura por similaridade entre as
sequéncias peptidicas selecionadas foi
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realizada pelo programa Clustal W versao
18.1 (www.ebi.ac.uk/clustalW/), através de
alinhamentos multiplos.

As sequéncias dos peptideos selecionadas
foram analisadas quanto a similaridade com
sequéncias de proteinas do VAIE
depositadas no “GENEBANK’ através do
programa BLAST - Basic Local Alignment
Search Tool
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Para
encontrar o ponto maximo de similaridade
entre todos os peptideos selecionados nos
imunoensaios, com as proteinas do VAIE de
interesse encontradas no Blast, foi utilizado
o programa MATCH disponivel no site
http://relic.bio.anl.gov/match.aspx/. Este
programa executa o célculo da similaridade
entre uma sequéncia protéica e uma
populacdo de peptideos utilizando as
sequéncias em formato de texto, quando
nao existem arquivos derivados do PDB
(Protein Data Bank). O PDB contém
arquivos de representagao padrao de dados
da estrutura macromolecular, derivada de

estudos de difracao por raio-X das proteinas.

2.1.10- Sintese do peptideo sintético
contendo epitopos miméticos do
virus da Anemia Infecciosa Equina
(VAIE)

Nesta etapa, foi utilizado o sistema de
multiplos  peptideos miméticos (MAPs
“Multiple Antigens Peptides”) a partir dos
clones de fagos selecionados e
caracterizados por phage display e nos
imunoensaios. O peptideo sintético foi
esquematizado com cinco repeticbes, em
tandem, tendo o0 mesmo espacgador (GGGS)
e com amidagcdo C-terminal para
estabilizacdo da estrutura peptidica. O
peptideo foi sintetizado pela empresa
Genscrip (www.genscript.com).

21.11- Testes da reatividade do
peptideo sintético VAIE-E12

O peptideo sintético denominado VAIE-E12
construido a partir da sequéncia
selecionada por phage display apresenta
cinquenta e um residuos de aminoacidos,
peso molecular de 4840,2, ponto isoelétrico

38

(PI) de 8,2, e a carga positiva em pH 7,0 de
+0,5.

O peptideo foi diluido em agua deionizada
estéril, e sua concentragdo estimada por
espectrofotometria no comprimento de onda
de 280nm, e pelo método de Bradford
(1976). Para verificar a reatividade do
peptideo VAIE-E12 com as amostras dos
soros de equideos foram realizados testes
em ELISA.

ELISA VAIE-E12

As placas de alta afinidade (MaxiSorp™ -
Nunc) de 96 pocos foram adsorvidas com
1ug, 0,5ug e 0,25ug do peptideo diluido em
tampéo Bicarbonato (0,1 M NaHCO3 pH 8,6)
e incubadas por 18 horas a 4°C, em
repouso.

Apdés o periodo de adsorgdo, 0s pogos
foram lavados duas vezes com PBST 0,05%
e bloqueados com a solugdo de PBS com
5% leite em p6é desnatado, durante uma
hora a temperatura ambiente, em repouso.
Depois do bloqueio as placas foram lavadas
duas vezes.

Trinta amostras do soros de equideos
positivos e trinta amostras negativas para
infeccdo pelo VAIE foram previamente
testadas no ELISA com o antigeno rgp90,
segundo Reis (1997) e na Imunodifusdo em
Gel de Agar segundo protocolo descrito por
Coggins e Norcross (1970) e adaptagdes de
Nakajima e Ushimi (1971).

Soros foram testados nas diluicbes 1:10,
1:20, 1:40, 1:50, 1:80, 1:100, 1:160, 1:200 e
1:400 em solugéo PBS com 1% leite em po
desnatado, e 100l de cada diluicdo foram
adicionados nos pogos, em duplicata, de
acordo com layout da placa.

Os pocos adsorvidos que ndo receberam
amostras de soros foram considerados
Branco da reacgdo. Seguido do periodo de
incubagdo de uma hora a temperatura
ambiente, foram realizadas seis lavagens
com PBST 0,05%.



O anticorpo  secundario  anti-equino
conjugado com peroxidase (Sigma) foi
testado nas diluicdes 1:5000 e 1:7500 em
solucdo PBS com 1% leite em p6 desnatado,
adicionado o volume de 100yl em cada
poco, e incubado por uma hora a
temperatura ambiente. A placa foi lavada
seis vezes, a reagao revelada pela adigao
de H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD)
1 mg/mL em tampéao Citrato-Fosfato 0,1M
pH 5,0 e interrompida pela adi¢do de acido
sulfurico 2N. A densidade ética (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas Titertek Multiskan Plus (Flow
Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm.

Analise Estatistica dos Resultados
do ELISA VAIE-E12

O programa Prisma 5.0 (GraphPad) foi
utilizado para realizar o teste-t que calcula a
diferenca entre as médias dos valores das
densidades éticas obtidas no ELISA.

2.2- Sele¢ao com a biblioteca Ph.D.-
12™ (Biopanning LEB)

221- Purificagao das IgGs
provenientes dos soros de bovinos

Amostras dos soros de bovinos foram
testadas na Imunodifusdo em Gel de Agar
segundo protocolo descrito por Miller e Van
der Maaten 1977, utilizando o antigeno
gp51 produzido em células FLK, no
laboratério de Retroviroses da Escola de
Veterinaria da UFMG.

Para obtencao das IgGs totais provenientes
do pool de vinte soros positivos e do pool de
vinte soros negativos para infeccdo com
VLB, foi utilizada a coluna de cromatografia
por afinidade do tipo Hitrap Protein G HP,
em sistema AKTA conforme recomendacdes
do fabricante (GE Healthcare®). As fragdes
de IgGs totais obtidas, foram neutralizadas
apos eluicdo da coluna com tampédo de
neutralizagdo (1M TrissHCI pH 8,0),
liofilizadas e ressuspendidas em agua estéril
deionizada.

As concentragbes das IgGs purificadas e da
proteina gp51 foram estimadas por
espectrofotometria no comprimento de onda
de 280 nm, e pelo método de Bradford
(1976).

Para testar a reatividade das IgGs
purificadas positivas e negativas, foi
realizado teste das amostras em Dot Blot. O
ensaio de Dot Blot foi realizado com
adsorcdo de 1ug de cada amostra de IgG e
BSA (albumina sérica bovina) como controle,
em membrana de nitrocelulose que foi
posteriormente bloqueada por uma hora na
solugdo de TBS com 5% de leite em pd
desnatado a temperatura ambiente, sob
agitagdo. Apdés uma lavagem com TBST
0,05%, a membrana foi incubada com
anticorpo anti-IgG de bovino conjugado com
peroxidase (1:5000, Sigma) em solugdo de
bloqueio, por uma hora a temperatura
ambiente sob agitagdo. A membrana foi
lavada cinco vezes e a reagao revelada com
DAB (Diaminobenzidina, Sigma) e
interrompida com H,O deionizada.

Para averiguar a qualidade das amostras de
IgGs purificadas e da proteina gp51, foi
utilizada  eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (16%). As
amostras foram solubilizadas em tampéao de
amostra (1% SDS, 1% Tris pH 6,8,
bromophenol blue a 0,02% e 20% glicerol).
A eletroforese foi realizada em temperatura
ambiente com tampao superior (0,1M Tris
base, 0,1M Glicina e SDS 0,1%), e com
tampao inferior (0,2 M Tris-HCI, pH 8,9), na
voltagem de 100V. Apods a corrida, o gel de
poliacrilamida foi corado solugdo de
Coomassie-blue R-250 para a visualizacao
da banda correspondente a 1gG do bovino
com aproximadamente 190 KDa. O
marcador de peso molecular Bench Mark
Protein Ladder (Invitrogen) foi aplicado no
gel para comparagéo com as amostras.

2.2.2- Selecao Biolégica (Biopanning)

Para a selegdo das sequéncias peptidicas
ligantes as IgGs totais purificadas do soro
de animais positivos para infecgdo com VLB,
foi utilizada a biblioteca Ph.D.-12™ New
England BioLabs® que contém peptideos
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randdmicos e lineares de doze aminoacidos.
Os peptideos randémicos desta biblioteca
possuem uma sequéncia composta por Gly-
Gly-Gly-Ser que é fusionada a regido N-
terminal da proteina capsidica menor
(proteina 1ll) expressas nos fagos M13
filamentosos. Esta biblioteca apresenta
aproximadamente 2,7x10° possiveis
sequéncias.

As 1IgGs totais positivas purificadas foram
utilizadas como alvo para selegcdo dos
peptideos. Os pogos da placa de
microtitulacdo (MaxiSorp™ - Nunc) foram
adsorvidos com 150yl da IgG total positiva
para o VLB na concentracdo de 100ug/mL
em solugdo 0.1 M NaHCO3, pH 8,6. A
placa foi incubada por 18 horas a 4°C, sob
agitacdo em um recipiente contendo papel
toalha umidificado.

No dia seguinte, as solugdes de adsorcao
foram desprezadas e os pogos bloqueados
durante uma hora a 4°C com 250 pl do
tampéao de bloqueio (0.1 M NaHCO3, pH 8,6,
5 mg/ml BSA, 0.02% NaNj3). A solugédo de
bloqueio foi entdo desprezada e o0s pogos
adsorvidos da placa foram lavados seis
vezes com a solucdo de TBST (TBS + 0.1%
de Tween 20 v/v).

Foram diluidos 10ul (4 x 10') dos fagos da
biblioteca original em 90yl da solugéo de
TBST e adicionados nos pogos adsorvidos
com os alvos (IgGs totais positivas), seguido
do periodo de incubagdo de uma hora sob
leve agitacéo a 4°C. Ap6s incubagdo com as
IgGs, os fagos n&do ligados foram
desprezados e os pogos foram lavados dez
vezes com a solugdo TBST. Os fagos
ligados aos alvos foram eluidos com o
tampéo 0,2 M glicina-HCI, pH 2,2, contendo
1 mg/ml BSA durante 10 minutos sob
agitaggo a 4°C. Os eluatos foram
transferidos para microtubos e neutralizados
com 2ul do tampao 1M Tris-HCI, pH 9,1.

Aliquotas dos fagos eluidos foram utilizadas
para a determinacao da titulagdo. O eluato
remanescente contendo fagos foi utilizado
para a amplificagédo pela infeccao em E. coli
ER2738. Foram realizados trés ciclos de
selecdo para o enriquecimento dos fagos
contendo os peptideos ligantes. Um volume
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de 80ul do eluato foi utilizado para a
primeira amplificacdo em 20,0 mL de cultura
de E. coli (ER2537) em fase inicial de
crescimento (DO 600,, < 0,3), contendo
tetraciclina, incubando-se a cultura por 4-5
horas em agitador com temperatura de 37°C,
para posterior procedimento de precipitagao
e titulagao dos fagos amplificados.

A cultura foi transferida para um tubo
Oakridge (Hitachi, 50 mL) e centrifugada
durante 10 minutos a 11300 Xg, 4°C. As
células residuais foram descartadas e o
sobrenadante transferido para um tubo
esterilizado e centrifugado novamente.
Oitenta porcento do sobrenadante foi
transferido para outro tubo e acrescentado
1/6 do volume com PEG/NaCl (20%
peso/volume de Polietileno glicol-8000,
2,5M NaCl em agua) para precipitagdo dos
fagos amplificados. Esta mistura
permaneceu em repouso por 12 horas a 4°C.

No dia seguinte, a suspensdo foi
centrifugada durante 15 minutos a 11300 Xg,
4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo
foi centrifugado brevemente, para que o
sobrenadante  residual pudesse ser
removido. O precipitado foi ressuspendido
em 1,0 mL de TBS, transferido para um
microtubo e centrifugado por 5 minutos a
11300 Xg, 4°C para sedimentar os residuos
celulares. O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo para nova
precipitagdo por adicdo de PEG/NaCl (1/6
do volume). A mistura foi incubada em gelo
por 1 hora e entdo centrifugada durante 10
minutos a 11300 Xg, 4°C. O sobrenadante
foi descartado e a centrifugagao foi repetida
para remocgao de sobrenadante residual. O
precipitado foi ressuspendido em 200uL de
TBS, obtendo-se entdo o eluato contendo
fagos amplificados.

Os fagos amplificados no primeiro ciclo de
selecao foram selecionados no segundo
ciclo, com a mesma concentragao das IgGs
totais positivas para VLB, previamente
adsorvidas nos pogos da placa de
microtitulagao conforme descrito
anteriormente. Os fagos amplificados no
segundo ciclo foram selecionados no
terceiro ciclo nas mesmas condigdes
descritas. O eluato do terceiro ciclo nao foi



amplificado. A partir do segundo ciclo, a
estringéncia do tampado de lavagem foi
aumentada de 0,1% para 0,5% de Tween-
20 em todas as lavagens. No terceiro ciclo
foram realizadas quinze lavagens apds a
retirada dos fagos.

Os procedimentos de titulagao,
armazenamento dos clones, precipitagao,
extracdo do DNA, sequenciamento, e de
tradugao e analises das sequéncias obtidas
por bioinformatica, foram realizados
seguindo 0 mesmo protocolo previamente
descrito para os clones obtidos com a
biblioteca Ph.D.-C7C™ New England
BioLabs® utilizada para selecdo dos clones
ligantes as IgGs AIE.

2.2.3- Anadlises da reatividade dos
clones selecionados em
imunoensaios com as IgGs positivas
e negativas (VLB) purificadas

Phage-ELISA clones VLB

Com o objetivo de selecionar os fagos
reativos com as IgGs provenientes dos
soros de animais positivos para infecgéo
pelo VLB, e nao reativos com as IgGs
provenientes dos soros dos animais
negativos para a infecgdo, foram realizados
testes de ELISA.

Placas de alta afinidade (MaxiSorp™ - Nunc)
de 96 pocos foram divididas para adsorgéo
das IgGs positivas e negativas purificadas.
Em todas as placas utilizadas foram
testadas as reatividades das amostras dos
fagos selecionados em duplicata.

Quarenta e quatro pogos da placa de ELISA
foram adsorvidos com 1ug de IgG purificada
positiva diluida em tamp&o Bicarbonato (0,1
M NaHCO3 pH 8,6), e outros quarenta e
quatro pogcos da mesma placa foram
adsorvidos com 1ug de IgG purificada
negativa diluida no mesmo tampdo de
adsorgao. Quatro pogos de cada metade da
placa foram utilizados como controles da
reagdo sem adsorgado com as IgGs.

As placas foram incubadas por 18 horas a
4°C, sob agitagdo, lavadas duas vezes com

PBST 0,05% e bloqueadas com a solugao
de PBS com 5% leite em pd desnatado,
durante uma hora a temperatura ambiente,
em repouso. Depois do bloqueio as placas
foram lavadas trés vezes.

As amostras dos fagos precipitadas por
PEG/NaCl e com as concentragbes
estimadas por espectrofotometria em
absorbancia de UV nos comprimentos de
onda de 269 e 320 nm, foram diluidas para
a concentragédo de 1 x 10" fagos na solugéo
de PBS com 1% de leite em pd. Foram
acrescentadas, em duplicata, cada amostra
de fago sobre as IgGs positivas e negativas
adsorvidas previamente, seguido por
periodo de incubacdo de uma hora em
repouso a 37°C.

Amostras de fagos selvagens (controle
negativo) foram diluidas nas mesmas
condigdes e acrescentadas sobre os pogos
adsorvidos e ndo adsorvidos com as IgGs
segundo layout pré-estabelecido das placas.

Apés esta etapa, as placas foram lavadas
seis vezes com PBST 0,05%, e incubadas
por 1 hora a 37°C com anti-M13 conjugado
com peroxidase (1:5000, Sigma) em solugéo
PBS com 1% de leite em pd. Ao final da
incubagdo, as placas foram novamente
lavadas seis vezes e reveladas pela adigao
de H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD)
1 mg/mL em tampéo Citrato-Fosfato 0,1M
pH 5,0. A reagdo foi interrompida pela
adicdo de acido sulfurico 2N e a densidade
otica (DO) foi obtida por leitura em
espectrofotbmetro de placas Titertek
Multiskan Plus (Flow Laboratories, USA) no
comprimento de onda de 490 nm.

O valor do ponto de corte (cut off) foi
calculado baseado nos valores da DO
obtidos com o fago selvagem (cut off =
média fago selvagem mais 2x desvio padrao
fago selvagem). O indice ELISA foi
calculado considerando-se a média DO de
cada amostra dividido pelo valor de cut off.
Valores acima de 1 foram considerados
positivos.

Para verificar a diferengca entre os indices

ELISA obtidos da reatividade dos clones
com as IgGs positivas e negativas, foi
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realizado o teste-t pareado no programa
STATA 10.0.

ELISA -Teste da reatividade da
proteina gp51 com as IgGs totais
positivas e negativas purificadas

A imunoreatividade da proteina gp51
(antigeno para IDGA), com as IgGs
purificadas utilizadas no biopanning foi
avaliada em ensaios de ELISA. Para isso, a
gp51 utilizada na IDGA foi adsorvida em
placas de ELISA testando diferentes
concentragoes.

A gp51 foi diluida em tampao Bicarbonato
(0,1 M NaHCO3, pH 8,6) nas concentracdes
de 0,25pg, 0,5ug, 1ug e 2ug/pogo e
adsorvidas durante 18 horas a 4°C, em
repouso. As placas foram lavadas trés
vezes com PBST 0,1% e bloqueadas
durante uma hora com solugéo de PBS com
5% de leite em po6 desnatado. Os tempos do
bloqueio também foram testados, com
duracgao de 2-3 horas.

Apos trés novas lavagens, as IgGs totais
positivas e negativas foram diluidas em PBS
com 1% de leite em p6 na concentragao de
1ug e adicionadas nos pogos das placas
adsorvidos. Pogos que néo receberam as
amostras das IgGs foram considerados o
Branco da reacao (B).

Apéds incubagédo de 2 horas a temperatura
ambiente, em repouso, as placas foram
lavadas seis vezes e incubadas com
anticorpo anti-IgG de bovino conjugado com
peroxidase (Sigma) diluido em solugdo PBS
com 1% de leite em po6. As diluigbes do
conjugado 1:1000, 1:2500, 1:5000, 1:7500 e
1:10000 foram testadas, e incubadas
durante uma hora a temperatura ambiente,
€em repouso.

As placas foram lavadas seis vezes e a
reagdo revelada pela adigdo de H,O, 0,03%
e orto-fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em
tampao Citrato-Fosfato 0,1M pH 5,0. A
reacao foi interrompida pela adi¢gao de acido
sulfarico (2N) e a densidade otica (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas Titertek Multiskan Plus (Flow
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Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm. O valor do ponto de corte (cut
off) foi calculado com os valores da DO
obtidos com as IgGs negativas (cut off =
média 1gGs negativas mais 2x desvio
padrdo das IgGs negativas).

Dot Blot

O ensaio de Dot Blot foi realizado para
verificar reatividade dos fagos com as IgGs
positivas e negativas purificadas.

A membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 pm foi
sensibilizada com cada amostra dos fagos
na ordem de 10"". O fago selvagem e 1ug
da proteina  gp51 foram  também
sensibilizados. Apods sensibilizagdo, as
membranas foram bloqueadas com solugéo
de TBS com 5% de leite em p6 desnatado
durante uma hora a temperatura ambiente,
sob agitagédo e lavadas uma vez com TBST
0,05%.

As 1gGs purificadas positivas e negativas
foram utilizadas como anticorpos primarios
na concentracdo de 400ug, diluidas em
solugdo de bloqueio, e incubadas com as
membranas durante uma hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. As
membranas foram lavadas cinco vezes com
TBST 0,05%, e incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de bovino conjugado
com peroxidase (1:5000, Sigma) em solugéo
de bloqueio, durante uma hora a
temperatura ambiente, sob agitagdo. Apds
cinco lavagens com TBST 0,05%, a reagao
foi revelada com DAB (Sigma), e
interrompida com H,O deionizada.

Dot Blot competicao (IgGs)

As amostras dos fagos selecionadas foram
submetidas a competicdo com a gp51 para
a ligacdo a IgG positiva purificada, em
solugao, no protocolo de Dot Blot.

A membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 pm foi
sensibilizada com fago selvagem e com
cada amostra dos fagos selecionados na
ordem de 10", e com 1ug da proteina gp51.



O bloqueio e as lavagens foram realizadas
conforme descrito anteriormente.

Foi testada a competicdo utilizando a IgG
positiva como anticorpo primario na
concentracdo de 400ug diluida em solugéo
de bloqueio, em solugdo com a proteina
gp51, nas concentracbes de 120ug, 480ug,
1000pg, 1500pg e 2000upg. Todas as
amostras dos fagos selecionados, fago
selvagem, e da proteina gp51 sensibilizadas
nas membranas, foram submetidas a
incubagdo com 400ug IgG positiva pura.
Seguido de um periodo de incubagao de 2
horas a temperatura ambiente, sob agitacao,
as membranas foram lavadas e incubadas
com anticorpo secundario anti-bovino
conjugado com peroxidase (Sigma) nas
mesmas condigdes anteriormente descritas.
Apo6s cinco lavagens com TBST 0,05%, a
reagcdo foi revelada com DAB (Sigma) e
interrompida com H,O deionizada.

Western Blot

Para confirmar se os peptideos fusionados
na proteina Ill dos clones selecionados séo
imunoreativos com as IgGs totais
purificadas, e se diferenciam entre as IgGs
positivas e negativas, foram realizados
testes de Western Blot (WB).

A eletroforese em gel de poliacrilamida
(16%) foi realizada com os clones
precipitados na concentragdo de 1 x 10" de
cada fago selecionado, 1 x 10" fago
selvagem (controle negativo), e 10ug da
proteina gp51. As amostras foram
eletrotransferidas durante 2 horas, na
amperagem de 280 mA a 4°C, para
membranas de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 um, e
bloqueadas em solugéo de TBS com 5% de
leite em p6 desnatado durante uma hora,
sob agitacdo, a temperatura ambiente. As
membranas foram lavadas trés vezes com
solugéo de TBST 0,05% (50mM Tris-HCI pH
7,5, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20).

Foram utilizados 400ug de cada das IgGs
purificadas (positiva e negativa) como
anticorpos primarios, que foram incubados
com as amostras nas membranas durante

uma hora, sob agitacdo, a temperatura
ambiente, seguido por trés lavagens com
TBST 0,05%. Anticorpo secundario anti-lgG
bovino conjugado com peroxidase (1:5000,
Sigma) diluido em solu¢do de bloqueio, foi
adicionado sobre cada membrana. Elas
foram incubadas durante uma hora, sob
agitagdo a temperatura ambiente e
posteriormente lavadas trés vezes com
solugdo TBST 0,05%. A reacao foi revelada
por adicdo do substrato DAB (Sigma) e
interrompida com H,O deionizada.

2.2.4- Analises da reatividade dos
clones selecionados no biopanning e
nos imunoensaios, com as amostras
dos soros de bovinos naturalmente
infectados e nao infectados com VLB

A segunda etapa de avaliagéo da
reatividade dos clones de fagos foi realizada
por meio de imunoensaios do tipo ELISA,
Western Blot, e Dot Blot, com amostras dos
soros de bovinos.

Os clones nado reagentes com a IgG
negativa e reativos apenas com as IgGs
positivas purificadas foram selecionados nos
imunoensaios ELISA, Western Blot e Dot
Blot acima descritos. As amostras dos soros
dos bovinos foram previamente testadas na
Imunodifusdo em Gel de Agar segundo
protocolo descrito por Miller e Van der
Maaten (1977).

ELISA - Teste da reatividade da
proteina gp51 com as amostras dos
soros positivos e negativos para
infeccao com VLB

A imunoreatividade da proteina gp51 com
0s soros dos animais positivos e negativos,
foi avaliada em ensaios de ELISA.

A gp51 utilizada na IDGA foi adsorvida em
placas de ELISA (MaxiSorp™ - Nunc) em
diferentes concentragoes.

A proteina foi diluida em tampéao
Bicarbonato (0,1 M NaHCO3 pH 8,6) nas
concentracbes de 0,25ug, 0,5pg, 1ug e
2ug/pogo e adsorvida durante 18 horas a
4°C, em repouso. As placas foram lavadas
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duas vezes com PBST 0,1% e bloqueadas
durante 2 horas com solugdo de PBS com
5% de leite em p6 desnatado.

Apés trés lavagens, as amostras dos soros
foram diluidas em PBS com 1% de leite em
p6 nas concentragdes de 1:50 e 1:100 em
duplicata, e incubadas nas placas
adsorvidas por 2 horas a temperatura
ambiente, em repouso. Pogos que nao
receberam as amostras de soros foram
considerados o Branco da reacdo. As
placas foram lavadas seis vezes e
incubadas com anticorpo  anti-bovino
conjugado com peroxidase (Sigma) diluido
em solucdo PBS com 1% de leite em pé. As
diluigbes do conjugado 1:1000, 1:2500,
1:5000, 1:7500 e 1:10000 foram testadas, e
incubadas durante uma hora a temperatura
ambiente, em repouso.

As placas foram lavadas seis vezes e a
reacdo revelada pela adicdo de H,O, 0,03%
e orto-fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em
tampéo Citrato-Fosfato 0,1M pH 5,0. A
reagao foi interrompida pela adigdo de acido
sulfurico (2N) e a densidade o6tica (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas Titertek Multiskan Plus (Flow
Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm. O valor do ponto de corte (cut
off) foi calculado com os valores da DO
obtidos com os soros negativos em cada
diluicdo testada (cut off = média amostras
negativas mais 2x desvio padrao das
amostras negativas).

Phage-ELISA VLB

Foi testada a imunoreatividade dos clones
de fagos selecionados com as amostras dos
soros provenientes de animais positivos e
negativos para infecgdo com o VLB.

As amostras dos fagos selecionados e do
fago selvagem foram diluidas na
concentracdo de 1x10" em tampdo
Bicarbonato (0,1 M NaHCO3 pH 8,6), para
adsorcdo em pogos das placas de ELISA
(MaxiSorp™ - Nunc). Apds adsorgao por 18
horas a 4°C, as solugdes foram descartadas,
as placas foram lavadas duas vezes com
solugdo PBST 0,05% e bloqueadas com
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solucdo PBS com 5% leite em pé durante
uma hora. Apds trés lavagens, vinte
amostras de soros positivos e vinte soros
negativos foram diluidas 1:50 e 1:100 em
solucdo PBS com 1% leite em p6 desnatado,
e adicionadas nos pogos, em duplicata, de
acordo com layout da placa. Pogos
adsorvidos que nao receberam amostras de
soros foram considerados Branco da reagéo.

Seguido de incubacao durante uma hora a
temperatura ambiente, foram realizadas seis
lavagens. O anticorpo secundario anti-
bovino conjugado com peroxidase (1:5000,
Sigma) foi diluido em PBS com 1% leite em
p6 desnatado e incubado nos pogos por
uma hora a temperatura ambiente. A placa
foi lavada seis vezes, a reagao revelada
com adicdo de H,O, 0,03% e orto-
fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL em tampéo
Citrato-Fosfato 0,1M pH 5,0 interrompida
pela adicdo de acido sulfurico 2N. A
densidade o6tica (DO) foi obtida por leitura
em espectrofotdmetro de placas Titertek
Multiskan Plus (Flow Laboratories, USA) no
comprimento de onda de 490 nm.

O valor do ponto de corte (cut off) foi
calculado para cada diluicido dos soros
testada, com o célculo da média dos valores
da DO do fago selvagem com os soros
positivos e negativos, e os valores de todos
os fagos testados com todos os soros
negativos) mais 2x desvio padrdao dos
mesmos valores. A partir do cut off, foram
calculados os indices ELISA positivos e
negativos para cada amostra de fago
testada: i) indice ELISA positivo para cada
fago = valor médio da DO obtida com todos
os soros positivos/ cut off ; ii) indice ELISA
negativo para cada fago = valor médio da
DO obtida com todos os soros negativos/
cut off. A razdo entre os indices ELISA
positivos e negativos (IE+/IE-), para cada
amostra, foi calculada. Os fagos que
apresentaram os maiores valores da IE+/IE-
foram selecionados.

Dot Blot

O ensaio de Dot Blot foi realizado para
verificar imunoreatividade dos fagos com os



soros positivos e negativos para infecgéo
pelo VLB.

A membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia) com poro de 0,2 pm foi
sensibilizada com 1ug da proteina gp51, e
com os fagos selecionados e selvagem na
ordem de 10". Apos sensibilizagdo, as
membranas foram bloqueadas com solugéo
de TBS com 5% de leite em p6 desnatado
durante uma hora a temperatura ambiente,
sob agitagédo e lavadas uma vez com TBST
0,05%.

Vinte amostras dos soros positivos e vinte
negativos foram testadas. Para descobrir a
condigdo ideal para a reacdo, foram
realizadas as diluigdes com os soros 1:100,
1:500, 1:750, 1:1000 e 1:1250 em solucao
de bloqueio, e incubadas com as
membranas durante uma hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. As
membranas foram lavadas cinco vezes com
TBST 0,05%, e incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de bovino conjugado
com fosfatase alcalina (1:5000, Sigma)
diluido em solugao de bloqueio, durante
uma hora a temperatura ambiente, sob
agitagdo. Apo6s cinco lavagens com TBST
0,05%, a reacéo foi revelada com NBT/BCIP
(nitroblue  tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate) (Sigma), e interrompida
com H,0O deionizada.

Western Blot

Foi realizado ensaio de Western Blot para
verificar a imunoreatividade dos peptideos
fusionados na proteina 1l dos clones
selecionados, com os soros de animais
positivos e negativos para infeccdo pelo
VLB.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (16%)
foi realizada com os clones precipitados na
concentracdo de 1 x 10" de cada fago
selecionado, 1 x 10" fago selvagem
(controle negativo), e 10ug da proteina gp51.
As amostras foram eletrotransferidas
durante 2 horas, na amperagem de 280 mA
a 4°C, para membranas de nitrocelulose
(Amersham Pharmacia) com poro de 0.2 um,
e bloqueadas em solucdo de TBS com 5%

de leite em po6 desnatado durante uma hora,
sob agitagdo, a temperatura ambiente. As
membranas foram lavadas trés vezes com
solugdo de TBST 0,05% (50mM Tris-HCI pH
7,5, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20).

Os soros positivos e negativos foram
diluidos 1:500 em solugdo de bloqueio, e
incubados com as membranas durante uma
hora, sob agitacado, a temperatura ambiente,
seguido por trés lavagens com TBST 0,05%.
Anticorpo secundario anti-lgG de bovino
conjugado com fosfatase alcalina (1:5000,
Sigma) foi diluido em solu¢ao de bloqueio, e
adicionado sobre cada membrana. Elas
foram incubadas durante uma hora, sob
agitacdo a temperatura ambiente e
posteriormente lavadas trés vezes com
solugdo TBST 0,05%. A reagao foi revelada
com NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
(Sigma), e interrompida com H,0
deionizada.

Dot Blot competicao (soros)

As amostras dos fagos capazes de
diferenciar os soros positivos e negativos
em Dot Blot foram selecionadas e
submetidas a competicdo com a gp51, em
solucdo, para a ligagdo aos anticorpos dos
soros positivos.

As membranas de nitrocelulose foram
cortadas em tiras e sensibilizadas com fago
selvagem e com cada amostra dos fagos
selecionados na ordem de 10", e com 1ug
da proteina gp51. O bloqueio e as lavagens
foram realizadas conforme  descrito
anteriormente. As amostras dos soros
positivos e negativos (controle) foram
diluidas 1:1000 em solugdo de bloqueio.
Cada amostra de soro positivo, diluido
1:1000, foi também testada em solugdo com
1500ug da proteina gp51, para verificar a
presencga de competicéo.

Todas as amostras dos fagos selecionados,
fago selvagem, e da proteina gp51
sensibilizadas nas membranas, foram
submetidas a incubagao com soros positivos,
soros negativos, e com cada soro positivo
misturado a gp51 (teste de competicdo).
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Seguido de um periodo de incubagao de 2
horas a temperatura ambiente, sob agitacao,
as membranas foram lavadas e incubadas
com anticorpo secundario anti-lgG de
bovino conjugado com fosfatase alcalina
(1:5000, Sigma) nas mesmas condi¢des
anteriormente  descritas. Apds  cinco
lavagens com TBST 0,05%, a reacédo foi
revelada com NBT/BCIP  (nitroblue
tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) (Sigma), e interrompida com
H,O deionizada.

2.2.5- Andlises por bioinformatica

Os peptideos selecionados nos
imunoensaios realizados com as amostras
dos soros dos animais positivos e negativos
para infecgdo causada pelo VLB foram
analisados por ferramentas de
bioinformatica.

A procura por similaridade entre as
sequéncias peptidicas selecionadas, foi
realizada pelo programa Clustal W versao
18.1 (www.ebi.ac.uk/clustalW/), através de
alinhamentos multiplos entre os peptideos.
As sequéncias dos peptideos selecionadas
foram analisadas quanto & homologia com
sequéncias de proteinas do VLB
depositadas no “GENEBANK’ através do
programa BLAST — Basic Local Alignment
Search Tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/).

Para encontrar o ponto maximo de
similaridade entre todos os peptideos
selecionados nos imunoensaios, com as
proteinas do VLB de interesse encontradas
no Blast, foi utilizado o programa MATCH
disponivel no site http://relic.bio.anl.gov
/match.aspx/. O indice de antigenicidade de
cada peptideo selecionado foi estimado pelo
programa DNASTAR 4.0 — Lasergene,
PROTEAN.

2.2.6- Sintese do peptideo sintético
contendo epitopos miméticos do
virus da Leucose Bovina (VLB)

Foi utilizado o sistema de multiplos

peptideos miméticos (ou MAPs do Inglés
“Multiple Antigens Peptides”) a partir dos
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clones de fagos  selecionados e
caracterizados por phage display e nos
imunoensaios.

O peptideo sintético foi esquematizado com
quatro repeticbes peptidicas, em tandem,
tendo o mesmo espagador (GGGS), e com
amidagédo C-terminal, para estabilizacdo da
estrutura peptidica O peptideo foi

sintetizado pela empresa Genscrip
(www.genscript.com).
2.2.7- Testes da reatividade do

peptideo sintético VLB-Ph

O peptideo sintético denominado VLB-Ph
construido a partir das sequéncias obtidas
nas selegdes, apresenta sessenta residuos
de aminoacidos, peso molecular de 6117,1,
ponto isoelétrico (Pl) de 12,4, e a carga
positiva em pH 7,0 de + 4,4.

O peptideo foi diluido em agua deionizada
estéril, e sua concentragdo estimada por
espectrofotometria no comprimento de onda
de 280nm, e pelo método de Bradford
(1976). Para verificar a reatividade do
peptideo VLB-Ph com as amostras dos
soros de bovinos foram realizados testes em
ELISA.

ELISA VLB-Ph

As placas de alta afinidade (MaxiSorp™ -
Nunc) de 96 pocgos foram adsorvidas com
1ug do peptideo diluido em tampéao
Bicarbonato (0,1 M NaHCO3 pH 8,6) e
incubadas por 18 horas a 4°C, em repouso.
ApOs o periodo de adsorgdo, 0s pogos
foram lavados duas vezes com PBST 0,05%
e bloqueados com a solugdo de PBS com
5% de leite em p6 desnatado, durante uma
hora a temperatura ambiente, em repouso.
Depois do bloqueio as placas foram lavadas
duas vezes.

Trinta amostras dos soros de bovinos
positivos e 30 amostras negativas para
infeccao pelo VLB (previamente testadas na
IDGA segundo protocolo descrito por Miller
e Van der Maaten (1977), foram testadas
nas diluicdes 1:50, 1:100, 1:250, 1:300 e
1:400 em solugéo PBS com 1% leite em po6



desnatado, e 100yl de cada diluigdo foram
adicionados nos pogos, em duplicata, de
acordo com layout da placa. Os pogos
adsorvidos que nao receberam amostras de
soros foram considerados Branco da reagao.
Seguido do periodo de incubagdo de uma
hora a temperatura ambiente, foram
realizadas seis lavagens com PBST 0,05%.

O anticorpo secundario anti-IgG de bovino
conjugado com peroxidase (Sigma) foi
testado nas diluicbes 1:5000 e 1:7500 em
solugcao PBS com 1% leite em p6 desnatado,
adicionado o volume de 100ul em cada
poco, € incubado por uma hora a
temperatura ambiente. A placa foi lavada
seis vezes, a reagao revelada pela adigao
de H,0, 0,03% e orto-fenilenodiamina (OPD)
1 mg/mL em tampéao Citrato-Fosfato 0,1M
pH 5,0 e interrompida pela adi¢ao de acido
sulfdrico 2N. A densidade dtica (DO) foi
obtida por leitura em espectrofotdbmetro de
placas Titertek Multiskan Plus (Flow
Laboratories, USA) no comprimento de onda
de 490 nm.

Analises dos Resultados do ELISA
VLB-Ph

O programa Prisma 5.0 (GraphPad) foi
utilizado para realizar o teste-t que calcula a
diferenga entre as médias dos valores das
densidades ¢6ticas obtidas no ELISA.

3. RESULTADOS

3.1- Resultados da selecao com a
biblioteca Ph.D.-C7C™

3.1.1- Purificagdo das IgGs positivas
e negativas dos soros de equideos

As imunoglobulinas foram purificadas do
pool de soros (3 mL) de equideos positivos
e negativos para AIE, com uso das colunas
de cromatografia por afinidade. O
rendimento das IgGs foi de
aproximadamente 5ug/ul, e as amostras
caracterizadas parcialmente quanto a
pureza por SDS-PAGE em condi¢gdes nao
redutoras. A figura 3 mostra o padréo
eletroforético das preparagbes de I1gGs
purificadas comparadas com pool de soros
e também com o marcador de peso
molecular (M).

As IgGs positivas e negativas purificadas
foram testadas em Dot Blot por meio de
incubagdo com anticorpo anti-lgG de
equinos conjugado com peroxidase, e
apresentaram forte reatividade com o
conjugado (dados ndo mostrados).

(0] processo de purificagdo de
imunoglobulinas a partir do pool de soros
mostrou ser eficiente, sendo verificada a
presengca de uma banda forte de
aproximadamente 150 kDa nas amostras do
pool de soros e nas IgGs purificadas,
correspondente ao peso molecular das IgGs
dos equinos.
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Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (16%) das amostras de I1gGs totais
positivas e negativas purificadas e do pool de soros de equideos positivos e negativos para
Anemia Infecciosa Equina. M= marcador de peso molecular; pool + = pool de vinte soros
provenientes de animais positivos para AIE; pool neg = pool de vinte soros provenientes de
animais negativos para AIE; IgG + = imunoglobulinas IgG purificadas do pool de soros positivos;
IgG neg = imunoglobulinas IgG purificadas do pool de soros negativos.

3.1.2- Titulagcao dos fagos

Todos os eluatos contendo fagos
amplificados e ndo amplificados foram
titulados para estimar a quantidade de fagos
selecionados nos quatro ciclos de selegao
com a biblioteca Ph.D.-C7C. As colbnias de
bactérias ER2738 infectadas com fagos
presentes nas placas de titulagdo
apresentam coloragdo azul, indicando a
quebra do substrato X-Gal, devido a
expressdo do gene da [-galactosidase
presente nos fagos.

Os titulos de entrada dos fagos nos ciclos
de selecao foram maiores que os titulos de
saida (tabela 1), pois os fagos com maior
afinidade para a IgG positiva ficam ligados e
o restante dos fagos com baixa ou sem
afinidade sdo removidos nos processos de
lavagem. Foi observado que os titulos de
saida apresentaram aumento gradual na
quantidade de fagos do primeiro ao quarto
ciclo, ocorrendo maturagao da afinidade dos
clones durante as etapas de selegéo, e
demonstrando que a selegédo dos clones foi
direcionada ao alvo.

Tabela 1 - Titulo obtido (ufc/uL) no processo de selegdo dos fagos da biblioteca Ph.D.-c7C™
ligantes as IgGs provenientes do pool de soros positivos para AlIE

Ciclos de selecao Titulo de entrada Titulo de saida Lavagens TBST
ufc/ulL ufc/ulL (%) Tween 20

10 40x10" 2,0x10° 0,1% 10 lavagens

20 4,0x10" 2,0 x 10 0,5% 10 lavagens

3° 52x10" 1,8 x 10° 0,5% 10 lavagens

4° 3,3x10" 4,6 x 10 0,5% 15 lavagens
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3.1.3- Extragdo do DNA dos fagos
selecionados

Para verificar a qualidade e estimar a
concentracdo das amostras do DNA dos
fagos selecionados no quarto ciclo de
selegéao, foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de
etideo. As amostras do DNA foram

- —

submetidas a eletroforese no mesmo gel
onde foi aplicado o padrdo DNA do fago
M13 contendo 400ng de DNA para
comparagao da intensidade das bandas. Foi
observada adequada qualidade e
quantidade obtidas nas extragbes das
amostras do DNA dos clones de fagos
selecionados (Figura 4).

Figura 4 - Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Canaleta M= DNA do fago M13
padrdo contendo 400 ng de DNA; canaletas 1-12= Amostras do DNA extraido dos fagos

selecionados no quarto ciclo de selecao.

3.1.4- Reacgao de Sequenciamento

A leitura da reacdo de sequenciamento foi
realizada em sequenciador automatico do
tipo MegaBace 1000 (Amersham
Biosciences) no Laboratdrio de
Nanobiotecnologia (UFU). A analise das
sequéncias de DNA provenientes do
sequenciador automatico foi processada em
software do proéprio equipamento. Somente
as sequéncias que nao apresentaram erros
foram traduzidas.

Foram obtidas trinta e duas sequéncias a
partir da selegcdo com a biblioteca Ph.D.-
C7C que foram posteriormente traduzidas.

3.1.5- Tradugdo e andlise das

sequéncias

As sequéncias do DNA obtidas foram
traduzidas, apds o sequenciamento com o
auxilio do programa DNA2PRO. Dos trinta e
dois clones sequenciados, apenas vinte e
oito apresentaram sequéncias validas (sem
erros de sequenciamento ou recombinagao),
sendo identificadas vinte e trés sequéncias
diferentes. Conforme representado na
tabela 2, a sequéncia TATSHLF repetiu
quatro vezes (quatro clones iguais) e a
sequéncia GNSWYNS apresentou trés
repeticdes.
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Tabela 2 - Frequéncia das sequéncias validas geradas pelo programa DNA2PRO apés o
sequenciamento dos clones selecionados da biblioteca Ph.D.C7C M

Clone Sequéncia aa Frequéncia
A1 SGIQPLL 1/28
A2 PQKMNEM 1/28
A4 LSDSHLF 1/28
A5 NHWAPRL 1/28
A6 QVSAPNQ 1/28
B2 NPMSHTF 1/28
B4 GELTLKF 1/28

B6, C9, E12, H9 TATSHLF 4/28
C2 HTFWDET 1/28

C4 SSNSHLF 1/28

Cc8 LSETHHF 1/28
C12 QENSLRF 1/28

D4 NPLTHSF 1/28

D5 QLQITGT 1/28

D11 PQWSHQF 1/28

E1 SPNSHNF 1/28

E4 SQIQPLL 1/28

E6 SSSTHYF 1/28

E10 PNDSYLS 1/28
F10, G3, H6 GNSWYNS 3/28
G1 SQLSAHS 1/28

G8 NATSHYF 1/28

H1 EMTSHSF 1/28

Na tabela 3 estdo apresentados os calculos
das frequéncias totais de cada aminoacido
presente nos peptideos sequenciados, suas
posicdes nos peptideos e a diversidade dos
aminoacidos, executados pelo programa
AAFREQ.

Nessa tabela também sao apresentadas as
frequéncias esperadas e observadas de
cada aminoacido. Foi observada uma maior
frequéncia dos aminoacidos Histidina,
Leucina e Serina.
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Tabela 3 - Frequéncia dos aminoacidos selecionados gerada pelo programa AAFREQ, para a
biblioteca Ph.D.- C7C™ (#1 - #7 = posigao dos aminoacidos)

Frequéncia Frequéncia
Obtida Esperada

Aminoacidos #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 TOTAL (%) (%)
A (Alanina) 0 2 0 2 1 0 0 5 3,11 6,2
C (Cisteina) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D (Aspartato) 0 0 2 0 1 0 0 3 1,86 3,1
E (Glutamato) 1 2 1 0 0 2 0 6 3,73 3,1
F (Fenilanina) 0 0 1 0 0 0 13 14 8,7 3,1
G (Glicina) 2 1 0 0 0 1 0 4 2,48 6,2
H (Histidina) 1 1 0 0 11 2 0 15 9,32 3,1
| (Isoleucina) 0 0 2 1 0 0 0 3 1,86 3,1
K (Lisina) 0 0 1 0 0 1 0 2 1,24 3,1
L (Leucina) 2 1 3 0 2 6 3 17 10,56 9,4
M (Metionina) 0 1 1 1 0 0 1 4 2,48 3,1
N (Asparagina) 4 2 3 0 1 3 0 13 8,07 3,1
P (Prolina) 3 3 0 0 4 0 0 10 6,21 6,2
Q (Glutamina) 3 4 1 2 0 1 1 12 7,45 6,2
R (Arginina) 0 0 0 0 0 2 0 2 1,24 9,4
S (Serina) 6 4 3 11 0 2 3 29 18,01 9,4
T (Treonina) 1 1 3 4 1 1 2 13 8,07 6,2
V (Valina) 0 1 0 0 0 0 0 1 0,62 6,2
W (Triptofano) 0 0 2 2 0 0 0 4 2,48 3,1
Y (Tirosina) 0 0 0 0 2 2 0 4 2,48 3,1
Consenso S Q/s S H L F 161
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Alinhamento das
peptidicas

sequéncias

A procura por similaridade entre as vinte e
trés sequéncias peptidicas diferentes foi
realizada pelo programa Clustal W versao
18.1 através de alinhamentos multiplos.
Conforme demonstrado na figura 5, foram
revelados alguns motivos comuns entre os
peptideos selecionados: SHLF, ATSHXxF,
SHxF, THxF e IQPLL.

Alinhamentos dos
peptideos

C8 LSEIHHE-7
E6 SSSIIHYE- 7
A4  LSDSHLF-7
C4 SSNSHLF-7
E1 SPNSHNF-7
E12 TATSHLF-7
G8 NATSHYF-7
H1 EMTSHSF-7
D11 PQWSHQF-7
B2 NPMSHTF-7
D4 NPLIHSE- 7
C2 HTFWDET-7
B4 GELTLKF-7
C12 QENSLRF-7
G1 SQLSAHS-7
A6 QVSAPNQ-7
E10 PNDSYLS-7
A1 SGIQPLL-7
E4 SQIQPLL-7
A2  PQKMNEM-7
A5 NHWAPRL-7
H6 GNSWYNS-7
D5 QLQITGT-7

Figura 5 - Alinhamento dos peptideos
selecionados a partir da biblioteca Ph.D.-
C7C™ gerado pelo programa Clustal W 18.1
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3.1.6- Resultados da sele¢ao dos
fagos nos imunoensaios com IgGs
purificadas

Phage ELISA

Apds as analises por bioinformatica das
sequéncias peptidicas obtidas, foi dado
inicio ao processo de selegao dos clones
Nnos imunoensaios.

Primeiramente, foi testada no ELISA a
reatividade dos fagos com as IgGs
purificadas. Apenas os fagos reativos com
as IgGs provenientes do pool de soros
positivos para AIE, e nao reativos com as
IgGs provenientes do pool de soros dos
animais negativos foram selecionados. Os
indices ELISA maiores que 1 foram
considerados positivos (figura 6). Nesta
primeira etapa foram selecionados onze
clones: C3, C4, C8, C9, D4, D11, E1, E12,
G3, H1 e HO.

Para verificar a diferenga entre os indices
ELISA obtidos da reatividade dos onze
clones com as IgGs positivas e negativas,
foi realizado o teste-t pareado no programa
STATA 10.0. O valor de p< 0,001 indica a
diferenca significativa na reatividade dos
fagos com as IgGs positivas e negativas.
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Figura 6 - Phage ELISA: reatividade dos clones de fagos com IgG proveniente do pool de soros

positivos para AIE

Teste da reatividade da proteina
rgp90 com as amostras de Igs
positivas e negativas purificadas

Foram realizados testes de ELISA variando
as concentragdes da proteina recombinante
gp90, adsorvida em placas, para avaliar se
esta proteina apresentava diferenca de
reatividade com as amostras de IgGs
positivas e negativas purificadas, e se
poderia ser utilizada como controle nas
reacgoes.

A proteina recombinante gp90 apresentou
maior reatividade com as IgGs positivas do
que com as IgGs negativas em todas as
concentracdes testadas (figura 7). O teste-t
foi realizado no programa STATA 10.0 para
verificar a diferenca da reatividade da
proteina com as IgGs positivas e negativas.
O valor de p< 0,001 obtido para todas as
concentracbes da rgp90 avaliadas no
ensaio, indica diferenga significativa na
reatividade da proteina com as IgGs.
Portanto, a rgp90 foi utilizada como controle
nos imunoensaios com os fagos.
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Figura 7 - Teste da reatividade da rgp90 com as imunoglobulinas purificadas do pool de soros

positivos e negativos para AlE
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ELISA- Competicio Ae B

Dois formatos do ensaio de competicdo em
ELISA, denominados competicdo “A” e “B”,
foram realizados para verificar se os fagos
selecionados e reativos apenas com as
amostras de IgG positiva, eram capazes de
competir com a proteina rgp90 para a
ligacdo a IgG positiva.

No ELISA denominado “competicdo A’ os
pocos das placas foram adsorvidos com as
IgGs positivas e acrescentado sobre eles
uma mistura de fago (1 x 10"") com rgp90,
variando as concentragdes da rgp90. Foi
observado que aumentando a quantidade
de proteina em solugdo com os fagos,
menor foi a reatividade dos fagos com as
IgGs adsorvidas em placa, demonstrando
que ocorre competicdo da rgp90 com todos
os fagos para ligagao as IgGs (figura 8). No
programa STATA 10.0 foi calculado o
coeficiente de variagdo para cada fago no
experimento: C3 = 26%; C4 = 45%; C8 =
36%; C9 = 33%; D4 = 38%; D11 = 31%; E1
= 42%; E12 = 83%; G3 = 38%; H1 = 46%;
H9 = 35%; selvagem = 26%. O fago E12

apresentou a maior queda na leitura da
absorbancia quando aumentam  as
concentracbes de rgp90, indicando uma
maior competicdo deste fago em relagéo
aos outros clones (figura 8).

No ELISA “competicdo B” os pogos das
placas foram adsorvidos com a proteina
rgp90. Foram adicionados nos pogos
adsorvidos as suspensdes dos fagos
variando nas concentragdes de 1 x 10'2, 1 x
10", 1 x 10" e 1 x 10°, misturados com 1pg
das IgGs positivas purificadas. Pogos que
foram incubados apenas com as IgGs
positivas (sem adicdo de fagos) foram
considerados como controle do teste de
competicao.

Foi observado neste experimento que nos
pocos onde ndo foram acrescentados os
fagos, a reatividade da proteina rgp90 foi
mais acentuada com as IgGs positivas do
que nos pogos que continham os fagos,
independente da concentragdo de fagos
utilizada. Este resultado  novamente
demonstrou a competi¢cdo dos fagos com a
rgp90 para ligagéo as IgGs positivas (figura
9).

ELISA competicdo A
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concentragao rgp90 (ug)

Figura 8 - ELISA Competicdo A: fagos (1 x 10"") em solugdo com rgp90 (em variadas
concentragdes) competindo para ligagao a IgG purificada positiva.



ELISA competicao B
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Figura 9 - ELISA Competicdo B: fagos em variadas concentragdes (1 x 102, 1 x 10", 1 x 10" e
1x 109) e rgp90 adsorvida, competindo para ligagdo com IgG positiva.

Western Blot

Os testes de Western Blot (WB) foram
realizados para verificar que apenas os
peptideos fusionados na proteina Ill dos
clones de fagos selecionados séao
especificamente reconhecidos pelas 1gGs
totais purificadas, e ndo outras proteinas
componentes da particula viral do fago.

Foi realizada a eletroforese em gel SDS-
Page 16% das proteinas dos fagos
precipitados na concentragdo de 1 x 10"
(para cada fago selecionado), 1 x 10" do
fago selvagem (controle negativo), e 10ug
da proteina rgp90 (controle positivo). Apds a
eletrotransferéncia para membranas de

nitrocelulose foi verificada a reacgéo
especifica das IgGs positivas com a plll
(~42 Kda) de quase todos os clones
selecionados no biopanning e nos ensaios
de ELISA.

Conforme esperado, o fago selvagem néo
apresentou reatividade com as 1gGs. Este
fago é utilizado como controle negativo pois
nao apresenta peptideo fusionado a plil. A
proteina rgp90 (controle positivo) reagiu
especificamente com as IgGs (figura 10).

Os fagos C3, C8 e H1 nao reagiram no
ensaio de WB. Apenas os fagos C4, C9, D4,
D11, E1, E12, G3 e H9 foram positivos no
WB com as IgGs positivas.
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Figura 10 - Ensaio de WB: reatividade da proteina plll dos clones de fagos selecionados com
as IgGs positivas. Canaleta M = marcador de peso molecular; rgp90 = proteina gp90

recombinante; sel = fago selvagem.

Western Blot Competicao

O protocolo de WB foi também utilizado
para verificar se as amostras dos fagos
selecionados e imobilizados na membrana
de nitrocelulose, competiam com a rgp90

em solugdo para a ligagao as IgGs positivas.

Amostras dos clones C4, C9, D4, D11, E1,
E12, G3 e H9 na concentracdo de 1 x 10 e
10ug da proteina rgp90, foram
eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose. As concentracbes de 20ug,
40ug, 80ug e 160ug da rgp90 foram
testadas.

Cada concentragdo da rgp90 foi misturada
com 400pg de IgG positiva, e esta mistura

foi incubada sobre cada amostra de fago
selecionado imobilizado nas membranas. As
membranas com os fagos imobilizados que
foram incubadas apenas com 400ug de IgG
positiva (sem adicdo de rgp90) foram
consideradas como controle do experimento
de competicao.

Apenas o fago E12 apresentou competicdo
visivel com a proteina rgp90 testada na
concentracédo de 160ug. Os outros fagos
ndao demonstraram competicdo com a
proteina no ensaio (figura 11). Este
resultado confirmou resultados
anteriormente obtidos no ELISA competicéo,
quando o fago E12 apresentou maior grau
de competicdo com a rgp90 do que os
outros fagos.
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Figura 11 - Western blot competicdo: fagos imobilizados competindo com a rgp90 em solugéo,
para ligagédo as IgGs positivas AIE. M = marcador de peso molecular; D4 -D11 - E12 s/gp90 =
membranas incubadas em solugéo contendo 400ug de IgG positiva sem adigéo de rgp90; D4 —
D11 — E12 80ug = membranas incubadas em solugédo contendo 400ug de IgG positiva com
adicdo de 80ug da proteina rgp90 (competicdo); D4 — D11 — E12 160ug = membranas
incubadas em solugéo contendo 400ug de IgG positiva com adigéo de 160ug da proteina rgp90

(competicao).

Dot Blot

A reatividade dos fagos com as IgGs
purificadas foi também verificada em
ensaios de Dot Blot. Neste teste, as
particulas dos fagos C3, C4, C8, C9, D4,

HS H1 G3 El2 El

+ @9 -

D11, E1, E12, G3, H1 e H9 foram
adsorvidas em membranas de nitrocelulose
e incubadas com as imunoglobulinas
positivas e negativas purificadas. Os fagos
que melhor diferenciaram as IgGs positivas
e negativas foram: C4, C8, C9, E12, H1 e
H9 (figura 12).

DI1 DM e CR C4 (3

o o ® ®

Figura 12 - Reatividade dos fagos selecionados com IgGs AIE positivas e negativas (membrana
superior incubada com solugao de IgGs purificadas positivas; membrana inferior incubada com

solugao de IgGs purificadas negativas).
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Dot Blot competicao

Neste ensaio as amostras dos fagos
selecionadas foram submetidas a
competicdo com a rgp90 para a ligagao a
IgG positiva purificada.

As 1gGs foram colocadas em solugéo com a
proteina rgp90 nas concentragbes de 80ug
e 120ug. Todas as amostras dos fagos
selecionados, fago selvagem (controle
negativo), e a proteina rgp90 (controle
positivo) foram adsorvidas nas membranas
e incubadas com IgGs puras, e com IgGs
em solucdo com as concentracdes da rgp90

testadas para verificar presenca de
competigao.
O fago E12 apresentou competicdo

significativa com a rgp90 em solugdo nas
duas concentragdoes testadas, o restante
dos fagos nao apresentaram resultados
similares. O fago selvagem, conforme
esperado, ndo apresentou reatividade com
a 1gG. A proteina rgp90 adsorvida na
membrana também competiu com a rgp90
em solugdo para a ligagdo a IgG,
apresentando resultados similares aos
observados com o fago E12 (figuras 13 e
14).

Os resultados obtidos com o fago E12 no
Dot Blot competicdo confirmaram os
resultados anteriormente obtidos nos
ensaios de ELISA competicdo e WB
competicao.
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Figura 13 - Dot Blot competicdo: fagos
adsorvidos competindo com rgp90 (80ug)
em solucédo, para ligagdo as IgGs positivas
AIE (membrana do lado esquerdo incubada
com solugao de IgGs purificadas positivas;
membrana do lado direito incubada com
IgGs positivas em solugdo com 80ug da
proteina rgp90 = competicdo).
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Figura 14 - Dot Blot competicdo: fagos
adsorvidos competindo com rgp90 (120ug)
em solugdo, para ligagao as IgGs positivas
AIE (membrana do lado esquerdo incubada
com solugdo de IgGs purificadas positivas;
membrana do lado direito incubada com
IgGs positivas em solugdo com 120ug da
proteina rgp90 = competicao).



3.1.7- Resultados das analises de
reatividade dos clones com as
amostras dos soros de equideos
naturalmente infectados e néo
infectados com VAIE

Phage-ELISA

Testes em ELISA foram realizados para
verificar a reatividade dos clones
selecionados com soros de equideos
positivos e negativos para a infeccao pelo
VAIE, previamente testados conforme
descrito na metodologia.

Os clones de fagos C3, C4, C8, C9, D4, D11,
E1, E12, G3, H1, H9, selvagem (controle
negativo) e rgp90 foram adsorvidos nos
pocos das placas de ELISA e incubados
com trinta diferentes amostras de animais
positivos e frinta amostras negativas. Os
resultados obtidos com as amostras dos
soros diluidos 1:500 foram satisfatérios.
Apenas os fagos C4 e E12, e a rgp90
diferenciaram soros positivos e negativos
(figura 15).

Reatividade dos fagos no ELISA com soros de campo
1,2
1 _
0,8 -
@0 soro pos
Q 06 — P
B soro neg
0,4 - —
0 il
c3d c4 c8 c9 d4 di1 el e12 g3 hi h9 gp90 sel
Antigenos

Figura 15 - Reatividade dos fagos com trinta amostras de soros positivos e trinta soros
negativos para AIE (valores médios das leituras DO).

Dot Blot

Ensaio de Dot Blot foram realizados para
testar a reatividade dos fagos C3, C4, C8,
C9, D4, D11, E1, E12, G3, H1, H9 e
selvagem com as mesmas amostras dos
soros positivos e negativos para AIE
previamente testados no ELISA. A diluigdo

dos soros 1:1250 foi a mais adequada para
ensaios de Dot Blot com os fagos.

Os resultados com as trinta amostras de
soros  positivos e trinta  negativos
demonstraram que apenas o fago E12
diferenciou todos os soros testados (figura
16).
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Figura 16 — Ensaio de Dot Blot para avaliagdo da reatividade dos fagos com dez amostras dos
soros positivos para AlIE, e com dez soros negativos para AIE (membranas do lado esquerdo
da linha vermelha foram incubadas com soros positivos, e do lado direito da linha com os soros

negativos).

De acordo com os resultados obtidos nos
ensaios de ELISA e Dot Blot com as
amostras dos soros dos animais positivos e
negativos para AIE, o fago E12 apresentou
melhores resultados do que os outros fagos
quando utilizado como antigeno nas
reagoes. Por essa razao foram eliminados
0s outros clones das analises posteriores.

Ensaios de competi¢cdo entre o fago
E12 e a proteina rgp90 (ELISA e Dot
Blot)

Para confirmagdo dos resultados, o fago
E12 foi entdo testado como antigeno nos
ensaios de competicdo em ELISA e Dot Blot.

No teste ELISA competicdo (competicéo C),
a rgp90 foi adsorvida nos pogos da placa e
incubada com amostras de soros positivos
(controle positivo), amostras de soros
negativos (controle negativo) e com
amostras de soros positivos misturadas com
fago E12 (competicdo). Este ensaio
possibilitou verificar que o fago E12, em
solugcdo com as amostras de soros positivos,
compete com a rgp90 adsorvida nos pogos
para ligagdo aos anticorpos dos soros
positivos para AIE. Este resultado foi
verificado pela menor absorbancia obtida
nos pogos que continham o fago, em
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comparagdo com o0s pogos onde foram
adicionadas as mesmas amostras de soros
positivos sem a presenca do fago (figura 17).
Apés analises utilizando o programa Prisma
5.0 para ANOVA com pos teste de
Bonferroni possivel averiguar que os niveis
de absorbancia foram estatisticamente
diferentes entre os soros positivos e os
soros positivos em solugdo com fago E12, e
entre 0s soros positivos e o0s soros
negativos (p < 0,05).

P<0,05
1.0
i P< 0,05
0.6
O S———
2 0.4
0.2
—
0.0- T T
Positivos Pos_a'ti\.ros Megativos
E12
Figura 17 - ELISA competicdo C:
competicdo entre fago E12 (em solugéo) e
rgp90 (adsorvida) para ligagdo aos

anticorpos presentes nas amostras dos
soros positivos AlE.



No ensaio de Dot Blot competi¢gdo, o fago
E12, fago selvagem (controle negativo) e a
rgp90 (controle positivo) foram adsorvidos
nas membranas de nitrocelulose e
incubadas com diferentes amostras de
soros positivos, soros negativos (controle), e
com o0s soros positivos em solugdo com
80pg da rgp90 (competicéo).

Nas membranas incubadas com os soros
positivos em solugdo com a rgp90 foi

A+ A+(comp) Aneg B+

B+ {comp) Bneg

verificada baixa reatividade do fago,
comparavel a reatividade com os soros
negativos. Dessa forma, a rgp90 em solugao
competiu com o fago E12 (adsorvido) para
ligagdo aos anticorpos das amostras dos
soros positivos AIE. A rgp90 adsorvida na
membrana também competiu com a rgp90
em solugdo, de maneira similar ao fago
(figura 18). O fago selvagem néo
apresentou reatividade com as amostras.

G+ G+ (comp) G neg

Figura 18 - Dot Blot competigédo: fago E12 adsorvido em membranas competindo com a rgp90
em solugdo, para reagdo com soros positivos AIE (A+, B+, C+ = soros positivos para AlE; A+
(comp), B+ (comp), C+ (comp) = soros positivos em solugdo com rgp90 (competicao); neg A,

neg B, neg C = soros negativos para AIE).

Western Blot - fago E12

Para confirmar se o peptideo fusionado na
proteina Ill do fago E12, selecionado nos
imunoensaios, diferenciava os soros dos
animais positivos e negativos para AIlE,
foram realizados testes em Western Blot
(WB).

Foi realizada a separacédo eletroforética em
gel SDS-Page 16% das proteinas dos fagos

E12 e selvagem (controle negativo) na
concentracdo de 1 x 10 , e da rgp90
(controle positivo). Apods a
eletrotransferéncia para membranas de
nitrocelulose foi verificada a reagéo
especifica dos anticorpos presentes nos
soros positivos (1:500) com a plll (~ 42 KDa)
do fago E12 e com a rgp90. Nao foi
verificada reatividade com fago selvagem
(figura 19).
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Figura 19 — Ensaio de Western Blot para teste da reatividade do fago E12, fago selvagem e

rgp90 com amostra de soro positivo para AIE

3.1.8- Resultados das analises por
bioinformatica

A sequéncia do peptideo E12 selecionado
foi analisada quanto a similaridade com
sequéncias de proteinas do VAIE
depositadas no “GENEBANK’ com uso do
programa BLAST. Através das analises, foi
verificada similaridade do peptideo com a

glicoproteina transmembrana do VAIE gp45,
codificada pelo gene env (tabela 4).

Para encontrar o ponto maximo de
similaridade entre o peptideo selecionado,
com as sequéncias da proteina gp45 do
VAIE depositadas, foi utilizado o programa
MATCH (tabela 5). O programa demonstrou
uma regido de maxima similaridade
representada por ATSH.

Tabela 4- Similaridade da sequéncia protéica do peptideo selecionado (E12) com proteinas
anotadas no banco de dados do GeneBank pelo Blast, e os niUmeros de acesso

Peptideo Antigeno Potencial Acesso Banco de Dados
AAK21107.1
TATSHLF ap45 AF327877.3
(env) AAK21113.1
AF327878.1

Tabela 5- Ponto de maxima similaridade (ATSH) entre E12 e proteina env (gp45) do VAIE

(AAK21113.1)

Peptideo Regidode Proteina

similaridade VAIE

Figura

E12 ATSH gp45

(env)

I Maximom similarity position= 782

akiimilakglnviicrirklcdyig Imlni:;:pqyd\r g00
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3.1.9- Sintese do peptideo sintético
contendo epitopos miméticos do
virus da Anemia Infecciosa Equina
(VAIE)

De acordo com os resultados dos
imunoensaios e das andlises de
bioinformatica, foi selecionada a sequéncia
exibida pelo fago E12 para construgdo do
peptideo sintético. Foi utilizado o sistema de

VAIE-E12

multiplos peptideos miméticos a partir do
clone de fago selecionado e caracterizado
por phage display e avaliado nos
imunoensaios. O peptideo sintético foi
esquematizado com cinco repeticdes da
sequéncia TATSHLF, em tandem, tendo o
mesmo espagador (GGGS), e com
amidagao C-terminal para estabilizagdo da
estrutura peptidica. O peptideo foi
denominado VAIE-E12 e sintetizado pela
empresa Genscrip:

TATSHLFGGGSTATSHLFGGGSTATSHLFGGGSTATSHLFGGGSTATSHLF- NH3

3.1.10- Resultados da reatividade do
peptideo sintético VAIE-E12 no ELISA
com as amostras de soros (animais
naturalmente infectados)

A reatividade do peptideo sintético VAIE-
E12, produzido a partir da selegdo com a
biblioteca Ph.D.- C7C foi verificada nos
ensaios de ELISA.

Os pocgos das placas foram adsorvidos com
0,5ug do peptideo e incubados com ftrinta
amostras do soros de equideos positivos e
trinta amostras negativas para infecgéo pelo
VAIE, previamente testadas na IDGA e

1.0-
0.84 -
0.6- b

o

0.2

ELISA rgp90. Dentre as diluicdes dos soros
testadas, a diluicado 1:20 foi a mais
adequada para verificar a diferenga da
reatividade entre os soros positivos e
negativos.

A estatistica utilizando o programa Prisma
5.0 para o teste-t com os valores das
densidades oticas, evidenciou a diferenga
entre os resultados das amostras dos soros
positivos e negativos no ELISA com o
peptideo VAIE-E12, com resultado de p <
0,0001. O valor de p foi menor que 0,05,
indicando diferenga significativa entre os
resultados (figura 20).

Figura 20 - Andlise da reatividade de trinta soros positivos e trinta soros negativos para AlE
com o peptideo sintético VAIE-E12 no ELISA (teste-t: p < 0,0001) (Prisma 5.0, GraphPad)
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3.2- Resultados da selecao com a
biblioteca Ph.D.-12™

3.2.1- Purificagdao das IgGs positivas
e negativas do pool dos soros
positivos e negativos VLB

As imunoglobulinas da classe IgG foram
purificadas utilizando o volume de 3 mL do
pool dos soros dos bovinos positivos e
negativos para LEB em colunas de
cromatografia por afinidade do tipo Hitrap
Protein G HP, e caracterizadas parcialmente
quanto a pureza por SDS-PAGE em
condigdes nao redutoras.

(0] processo de purificagdo das

imunoglobulinas a partir do pool de soros
eficiente,

dos bovinos mostrou ser

apresentando um rendimento final de IgG
com concentragdo aproximada de 7ug/ul. A
figura 21 mostra o padréo eletroforético das
preparagoes de IgGs purificadas
comparadas com pool de soros e também
com o marcador de peso molecular (M).

Foi verificada a presenca de uma banda
forte de aproximadamente 190 kDa nas
amostras do pool de soros e nas IgGs
purificadas, correspondente ao peso
molecular aproximado das IgGs dos bovinos.

As IgGs positivas e negativas purificadas
foram testadas em Dot Blot por meio de
incubagdo com anticorpo  anti-bovino
conjugado com peroxidase, e apresentaram
forte reatividade com o conjugado (dados
nao mostrados).

Figura 21 - Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (16%) das amostras de 1gGs
totais positivas e negativas purificadas e do pool de soros de bovinos positivos e negativos
para Leucose Enzodtica Bovina. M= marcador de peso molecular; pool + = pool de vinte soros
provenientes de animais positivos para LEB; pool - = pool de vinte soros provenientes de
animais negativos para LEB; IgG + = imunoglobulinas IgG purificadas do pool de soros
positivos; 1gG - = imunoglobulinas IgG purificadas do pool de soros negativos; soro - = soro

proveniente de um animal negativo para LEB.

64



Apds eletroforese em SDS-PAGE foi
possivel também averiguar a qualidade da
amostra da proteina gp51 utilizada nos
testes de IDGA para diagndstico das
amostras dos soros dos bovinos (dados néo
mostrados). A proteina apresenta massa
com valor aproximado de 60 KDa (Llames et
al., 2000).

A reatividade da proteina gp51 foi avaliada
nos imunoensaios junto com os fagos
selecionados, tanto com as IgGs purificadas
quanto com as amostras de soro.

3.2.2- Titulacao dos fagos

Todos os eluatos contendo fagos
amplificados e ndo amplificados foram
titulados para estimar a quantidade de fagos
selecionados nos trés ciclos de selegdo com

a biblioteca Ph.D.-12™ (tabela 6). As
colénias de bactérias ER2738 infectadas
com fagos presentes nas placas de titulagédo
apresentam coloracdo azul, indicando a
quebra do substrato X-Gal, devido a
expressdo do gene da [-galactosidase
presente nos fagos.

Os titulos de entrada dos fagos nos ciclos
de selegdo foram maiores que os titulos de
saida (tabela 6), pois os fagos com maior
afinidade para a IgG positiva ficam ligados e
o restante dos fagos com baixa ou sem
afinidade sdo removidos nos processos de
lavagem. Os titulos de saida apresentaram
aumento gradual na quantidade de fagos do
primeiro ao terceiro ciclo de selegéo,
ocorrendo enriquecimento dos clones e
demonstrando que a selegao foi direcionada
ao alvo (IgG total positiva).

Tabela 6 - Titulo obtido (ufc/puL) no processo de selegdo dos fagos da biblioteca Ph.D.-12™
ligantes as IgGs totais provenientes do pool de soros positivos para VLB

Ciclos de selegao Titulo de entrada Titulo de saida Lavagens TBST
ufc/uL ufc/uL (%) Tween 20

10 40x10™ 3,5x10° 0,1% 10 lavagens

20 4,0x10" 2,0x10° 0,5% 10 lavagens

30 4,0x10" 4,7 x 10° 0,5% 15 lavagens

3.2.3- Extragdo do DNA dos fagos
selecionados

Foi realizada eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etideo para
verificar a qualidade e estimar a
concentracdo das amostras do DNA dos
fagos selecionados no terceiro ciclo de

M 1 2 3 5

selegcdo. As amostras do DNA foram
submetidas a eletroforese em mesmo gel
onde foi aplicado o padrdo DNA do fago
M13 contendo 400ng de DNA para
comparagao da intensidade das bandas.
Foram observadas qualidade e quantidade
adequadas obtidas nas extragbes das
amostras do DNA dos clones de fagos
selecionados (figura 22).

7 8 9 10 11 12

Figura 22 - Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Canaleta M= DNA do fago
M13 padrao contendo 400 ng de DNA; canaletas 1-12= Amostras do DNA extraido dos fagos

selecionados no terceiro ciclo de selegao.
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3.2.4- Reagao de Sequenciamento

A leitura da reagao de sequenciamento foi
realizada em sequenciador automatico do
tipo MegaBace 1000 (Amersham
Biosciences) no Laboratdrio de
Nanobiotecnologia (UFU). A analise das
sequéncias de DNA provenientes do
sequenciador automatico foi processada em
software do préprio equipamento. Somente
as sequéncias que nao apresentaram erros
foram traduzidas.

Foram obtidas sessenta e trés sequéncias a

partir da selecdo com a biblioteca Ph.D.-
12™ que foram posteriormente traduzidas.
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3.2.5- Tradugdo e andlise das

sequéncias

As sequéncias do DNA obtidas foram
traduzidas, apés o sequenciamento com o
auxilio do programa DNA2PRO.

Dos sessenta e trés clones sequenciados,
apenas quarenta e quatro apresentaram
sequéncias validas (sem erros de
sequenciamento ou recombinag&o), sendo
todas as sequéncias diferentes entre si.
Segue representado na tabela 7, todas as
diferentes sequéncias validas obtidas.



Tabela 7 - Frequéncia das sequéncias validas geradas pelo programa DNA2PRO apdés o
sequenciamento dos clones obtidos na sele¢gdo com a biblioteca Ph.D.-12™

Clone Sequéncia aa Frequéncia
A1 ghkwdlwtsprf 1/44
A3 ahkwdiplstsg 1/44
A4 ahkweavgppmt 1/44
A8 gnfgsesyfvph 1/44
A9 ipastidllppl 1/44
B3 whfepytwaptm 1/44
B7 ahkwdnmflpad 1/44
C1 gpgplafnhelh 1/44
C5 Istrfaptntwe 1/44
Cc7 gwkesmrayhsl 1/44
C8 ahrwipdnltpy 1/44

C12 eptnrwidhvyw 1/44
D4 hkpppqgtrimha 1/44
D5 sglfaptydgvk 1/44
D9 hrnhimdisgly 1/44

D10 ghkwspivgpsp 1/44

D11 aldwkgtflryk 1/44

D12 nqgisylfaptys 1/44
E4 gaswgefyrnyk 1/44
E6 ahrwsppgldsl 1/44

E10 wipsfltehyht 1/44

E11 qgyrpilpshf 1/44

E12 shrmapppllll 1/44
F1 ghswfpidrpvs 1/44
F3 tmpklhfntnir 1/44
F5 Iprsaidwlapv 1/44
F6 tspatlsyftky 1/44
F8 ahrwipdnltpy 1/44
F9 tsngnmtrippa 1/44

F10 wyppmbhifapts 1/44

F12 evpywaslpell 1/44
G5 nmlgiappfpas 1/44
G6 gsndwfdrhfpt 1/44
G7 vrpgettlsvvn 1/44
G9 dtsthapnvpra 1/44

G10 snnynnvvwipt 1/44
H1 gqqiadivpfwl 1/44
H4 Iktppsltryth 1/44
H6 sppassidvigf 1/44
H7 kasnswldiywp 1/44
H8 tgpawiwaptns 1/44
H9 ihtsnalsmyaq 1/44

H10 gaswgefyrnyk 1/44

H11 tvtfaptydsss 1/44

67



Na tabela 8 sdo apresentados os calculos
das frequéncias totais de cada aminoacido
presente nos peptideos sequenciados, suas
posicoes nos peptideos e a diversidade dos
aminoacidos, obtidos pelo programa
AAFREQ. Nessa tabela também séao
apresentadas as frequéncias esperadas e
observadas de cada aminoacido.

Foi observada uma maior frequéncia dos
aminoacidos Alanina, Histidina, Prolina,
Treonina e Triptofano, sugerindo que sejam
0s principais participantes nas interacoes
peptideo-imunoglobulina (IgG positiva VLB)
durante os processos da selecéo bioldgica.

Na tabela também estdo indicados os
aminoacidos mais frequentes em cada
posicao (consenso).

Tabela 8 - Frequéncia dos aminoacidos selecionados gerada pelo programa AAFREQ, para a
biblioteca Ph.D.12™ (#1- #12 = posicao dos aminoacidos)

Frequéncia Frequéncia
AA* #1O#2 #3 #4 #5  #6  #7 #8 #9 #10 #11 #12 TOTAL O(l%}(i);ia Esrzoe/:?da
A 6 2 1 2 5 7 0 3 2 1 3 3 35 7,11 6,2
c 0 o 0 0 O O o0 O o0 O 0 0 0 0 3,1
D 10 1 1 3 1 5 4 2 1 0 1 20 4,07 3,1
E 2 0 0 2 2 2 0 1 o0 2 0 1 12 2,44 3,1
F 0 0 2 2 3 1 4 3 3 2 0 2 22 4,47 3,1
G 8 2 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 16 3,25 6.2
H 2 11 0 1 1 2 0 0 4 1 2 3 27 5,49 3,1
[ 2 0 1 1 2 4 5 0 1 0 0 0 16 3,25 3,1
K 1 2 6 1 1 0 0 0 0 © 1 3 15 3,05 3,1
L 3 2 2 0 3 4 4 5 9 2 5 6 45 9,15 9,4
M 0 2 0 1 1 3 1 0 1 1 1 1 12 2,44 3,1
N 2 2 4 2 3 2 0 4 1 2 1 1 24 488 3,1
P 0 5 9 4 3 7 6 2 5 1" 7 2 61 12,4 6,2
Q 1 2 1 5 0 2 0 1 1 1 0 1 15 3,05 6,2
R 0 2 4 1 1 0 1 3 3 1 2 1 19 3,86 9,4
S 4 4 4 5 6 2 3 1 4 1 5 6 45 9,15 9,4
T 5 1 5 1 2 1 8 3 1 7 3 4 41 8,33 6.2
v 1 2 0 0 0O 0 2 3 2 3 3 1 17 3,46 6,2
w 3 1 0 10 3 2 2 2 1 0 3 1 28 5,69 3,1
Y 0o 1 0 2 1 1 0 5 1 4 4 3 22 4,47 3,1
Consenso G H P W S AP T LY L P P LIS 492

*AA (aminoacidos)
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Alinhamento das sequéncias peptidicas Conforme demonstrado na figura 23, foram
revelados alguns motivos comuns entre os

A procura por similaridade entre as peptideos selecionados: AHKW, AhxW,

sequéncias peptidicas obtidas foi realizada HKW, HxW, FAPT e WAPT.

pelo programa Clustal W versdo 18.1

através de alinhamentos multiplos.

Alinhamento dos peptideos
A3 -IPLSTSG--- 12
B7 DNMFLPAD---- 12
Ad EAVQPPMT---- 12
A1 ----GHKWDLWTSPRF---- 12
D10 -—--GHKWSPIVQPSP---- 12
F1 ----GHSWFPIDRPVS---- 12
A8 ---GNFQ-SESYFVPH---- 12
F6 ---TSPQ-TLSYFTKY---- 12
C1 ----QPG-PLAFNHELH--- 12
F3 -—-TMP—KLHFNTNLR--- 12
Cc8 IPD-NLTPY------- 12
E6 SPP-GLDSL------- 12
E12 SHRMAPP-PLLLL------- 12
D4 -HK—PP-PQTRLMHA---- 12
H4 LKT—PP-SLTRYTH----- 12
A9 ----|IPASTIDLLPPL---- 12
F5 -—--LPRSAIDWLAPV---- 12
H6 ---SPPASSIDVLG-F---- 12
c12 --EPTNRWLDH-VYW----- 12
H7 -KASNSWLD—IYWP---- 12
G6 ---GSNDWFD—RHFPT--- 12
Cc7 ----G—WKESMRAYHSL—12
E4 ----GASWGEFYRNYK---- 12
F10 -—---WYPPMHIFAPTS---- 12
H8 TGPAWIWAPTNS--- 12
B3 -—---WHFEPYTWAPTM---- 12
D12 - NQISYLFAPTYS--- 12
D5 - SGLFAPTYDQVK 12
H11 - TVTFAPTYDSSS 12
cs5 - LSTRFAPTNTWE- 12
E10 ---WLPSFLTEHYHT----- 12
D11 -—--ALDWKQTFLRYK---- 12
G10 ---SNNYNNVVWTPT----- 12
F9 ----TSNQNMTRLPPA---- 12
H9 -—-IHTSNALSMYAQ----- 12
G5 -—---NMLQIAPPFPAS---- 12
G9 ----DTSTHAPNVPRA---- 12
F12 -—-EVPYWAS—LPELL--- 12
H1 - GQQIADIVPFWL--- 12
D9 ----HRNHLMDLSGLY---- 12
G7 ----VRPQETTLSVVN---- 12

Figura 23 - Alinhamento dos peptideos selecionados a partir da biblioteca Ph.D.-12™ gerado
pelo programa Clustal W 18.1
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3.2.6- Resultados da sele¢ao inicial
dos fagos nos imunoensaios com
IgGs purificadas

Phage ELISA

Apds as analises por bioinformatica das
sequéncias peptidicas obtidas, foi dado
inicio ao processo de selegao dos clones
Nnos imunoensaios.

A selegdo inicial dos fagos nos
imunoensaios foi realizada com uso dos
testes de ELISA. O objetivo foi

primeiramente identificar os fagos reativos

apenas vinte e trés foram reagentes no
ELISA com as IgGs positivas e nao
reagentes com as IgGs negativas. Os fagos
reagentes apenas com as IgGs positivas
foram: A1, A3, A4, A9, C5, C7, D4, D5, D10,
E6, F1, F5, F8, F10, G5, G6, G10, H1, H6,
H7, H8, H10 e H11. O indice de reatividade
com as IgGs positivas variou muito entre os
fagos selecionados (figura 24).

Para verificar a diferengca entre os indices
ELISA obtidos da reatividade dos vinte e
trés clones com as IgGs positivas e
negativas, foi realizado o teste-t pareado no
programa STATA 10.0. O valor de p< 0,001

. e ~ indica a diferenga significativa na

apenas com as IgGs totais positivas e néo o .

. i . reatividade dos fagos com as IgGs positivas
reativos com as IgGs totais negativas. :

e negativas.
Dos quarenta e quatro clones de fagos
obtidos apds analises das sequéncias,
Reatividade dos fagos com as IgGs purificadas
O lgG Pos B IgG Neg
10

< 8
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Figura 24 - Phage ELISA- indice de reatividade dos fagos VLB com as IgGs positivas e

negativas
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Teste da reatividade da proteina gp51
com as amostras de IgGs totais
positivas e negativas purificadas

A imunoreatividade da proteina gp51
utilizada como antigeno nos testes de IDGA
foi avaliada em ensaios de ELISA com as
IgGs purificadas positivas e negativas.

Este ensaio foi realizado para verificar se a
proteina gp51 apresentava diferenca de
reatividade com as IgGs positivas e
negativas, e se poderia ser utilizada como
controle nos testes de ELISA com os fagos.
Com este proposito, a gp51 foi adsorvida
em placas testando diferentes
concentragbes, e incubada com as IgGs
purificadas. A gp51 ndo apresentou
reatividade com as IgGs positivas ou
negativas nos testes de ELISA, em
nenhuma das condic¢des testadas.

AD Ad A9 G100 H11

Western Blot

Foram realizados testes de Western Blot
com o objetivo de assegurar que o0s
peptideos fusionados na proteina plll dos
fagos selecionados no ELISA, séo
reagentes nos imunoensaios com as IgGs.

Os fagos A1, A3, A4, A9, C5, C7, D4, D5,
D10, ES6, F1, F5, F8, F10, G5, G6, G10, H1,
H6, H7, H8, H10, H11, selvagem e a
proteina gp51 foram eletrotransferidos para
membranas de nitrocelulose apds corrida
eletroforética em gel SDS-PAGE (16%). Nao
foi observada reatividade das amostras de
fagos e da proteina gp51 com as IgGs
negativas. Apenas os fagos G10, H1 e
selvagem (controle negativo) ndo reagiram
com as IgGs positivas, todos as outras
amostras de fagos e a proteina gp51 foram
reagentes com as IgGs positivas (figura 25).

Figura 25 - Reatividade dos fagos com IgGs purificadas positivas para LEB em Western Blot
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Dot Blot

O teste Dot Blot foi realizado para testar a
imunoreatividade dos fagos com as IgGs
positivas e negativas, e para confirmagao
dos resultados obtidos no ELISA (figura 26).

As membranas de nitrocelulose foram
sensibilizadas com todos os fagos
selecionados e o fago selvagem na ordem
de 10" e com 1ug da proteina gp51. Todas
as amostras foram incubadas com as IgGs
positivas e negativas VLB.

Figura 26 - Teste da reatividade dos fagos
com IgGs positivas e negativas em Dot Blot
(membrana superior incubada com IgGs
purificadas positivas; membrana inferior
incubada com IgGs purificadas negativas).

gpSl A9 €7 G5 D4

De acordo com os resultados do Dot Blot
(figura 26), os fagos A9, C7, G5, D4, F5,
H11, D5, H6, D10 e F10 apresentaram os
melhores resultados quanto a diferenga de
reatividade com as IgGs. O fago selvagem
nao reagiu no ensaio, € a gp51 néo
diferenciou as 1IgGs, mas apresentou
reatividade com ambas.

Dot Blot competicao

Devido a presenca de reatividade da gp51
em Dot Blot, foi testada a competicdo dos
fagos adsorvidos em membranas com a
gp51 em solugédo, para ligagdo as IgGs
totais positivas.

Nao foi verificada competicdo dos fagos
com a gp51 em nenhuma das
concentragbes testadas, apenas a gp51
adsorvida na membrana competiu com a
mesma em solugdo (figura 27).

Hl1l1 D5 H6 DIO

® © 0o % o0 0 ®G6 o

|
¢ & ®© e o ¢ o & % e

. IgG pos

Figura 27 - Ensaio Dot Blot competicao (membrana superior incubada com solugao de IgGs
purificadas positivas; membrana inferior incubada com IgGs purificadas positivas em solugéo

com 1000ug da proteina gp51 = competigao).
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3.2.7- Resultados das analises da
reatividade dos fagos com as
amostras dos soros de bovinos
naturalmente infectados e néo
infectados com VLB

Os mesmos fagos testados com as IgGs
purificadas foram também avaliados nos
imunoensaios com as amostras dos soros
de campo positivos e negativos para VLB:
A1, A3, A4, A9, C5, C7, D4, D5, D10, ES6, F1,
F5, F8, F10, G5, G6, G10, H1, H6, H7, HS,
H10 e H11.

Phage ELISA - amostras dos soros
de campo

Foi testada a imunoreatividade dos vinte e
trés clones de fagos selecionados com vinte
amostras dos soros provenientes de animais
positivos e vinte amostras de soros
negativos para infecgdo com o VLB.

As amostras dos fagos selecionados,
selvagem e gp51 foram adsorvidas nas

placas de ELISA e incubadas com as
amostras dos soros.

Os valores dos indices ELISA positivos (IE +)
e negativos (IE -) foram calculados
conforme descrito na metodologia, e os
maiores valores da razao entre I|E+/IE-
determinaram as amostras dos fagos
(antigenos) mais capazes de diferenciar
entre 0s soros positivos e negativos
testados. Os fagos que apresentaram os
melhores resultados foram selecionados: A3,
A4, A9, D4, D10, F5, F10, G5 e H11 (figura
28).

As amostras dos soros diluidas 1:100
apresentaram melhores resultados no
ELISA do que na diluicdo 1:50, com os
fagos do biopanning VLB (dados né&o
mostrados).

A proteina gp51 ndo apresenta reatividade
com as amostras dos soros no ensaio
(figura 28).

ELISA fagos BLV (soros de campo)

3,5
o
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sel A3 A4 A9 D4 D10 F5 F1I0 G5 H11 gp51
antigenos

Figura 28 - Fagos selecionados no ELISA a partir da andlise de reatividade com vinte amostras
dos soros de bovinos positivos e vinte soros negativos para LEB.
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Dot Blot

O ensaio de Dot Blot foi realizado para
verificar a imunoreatividade dos fagos com
0s soros positivos e negativos para infecgéo
pelo VLB, e para comparar com o0s
resultados obtidos no ELISA.

As membranas de nitrocelulose foram
sensibilizadas com a proteina gp51, e com
os fagos teste e selvagem na ordem de 10"
e incubadas com vinte amostras de soros
positivos e vinte amostras de soros
negativos. A melhor reatividade dos fagos

Sel A3 A4 A9 D4 DIO

neste ensaio foi observada com os soros
diluidos 1:1000.

Foram testados neste ensaio, os vinte e trés
fagos testados no ELISA com soros de
campo (A1, A3, A4, A9, C5, C7, D4, D5,
D10, E6, F1, F5, F8, F10, G5, G6, G10, H1,
H6, H7, H8, H10 e H11). De acordo com os
resultados obtidos no Dot Blot, os fagos que
diferenciaram visivelmente as amostras de
soros positivos e negativos foram: A3, A4,
A9, D4, D10, F5, F10, G5 e H11 (figura 29),
confirmando os resultados do ELISA.

F5 F10 G5 HI1I

T ——————
® ® ° 8 o o

B L

Soros

» 3 positivos

LEB
® o 9 ¢
) >

Soros

negativos

LEB
- ;I -._.'

Figura 29 - Teste da reatividade dos fagos selecionados com as amostras dos soros de bovinos
positivos e negativos para LEB em Dot Blot (parte superior da linha vermelha: membranas
incubadas com soros positivos; parte inferior da linha: membranas incubadas com soros

negativos).

Resultados Western Blot com soros

Foram realizados testes em Western Blot
para verificar a imunoreatividade dos
peptideos fusionados na proteina Il dos
clones selecionados no ELISA, com os
soros de animais positivos e negativos para
infecgéo pelo VLB.

A eletroforese em gel SDS 16% foi realizada

com a proteina gp51, com os fagos
precipitados na concentragao de 1 x 10"%
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A3, A4, A9, D4, D10, F5, F10, G5, H11, fago
selvagem. ApoOs eletrotransferéncia das
amostras para membranas de nitrocelulose,
estas foram incubadas com amostras de
soros positivos e negativos para infecgéo
pelo VLB. Todas as amostras dos fagos
apresentaram reatividade da plll com os
soros positivos, e auséncia de reatividade
com os soros negativos (figura 30). O fago
selvagem nao apresentou reagdo com o0s
soros, € a gp51 reagiu com soros positivos e
negativos.



" A4 AY D4 DI0 F5 FI0 G5 HIL

Soro

Soro
negativo

Figura 30 — Ensaio de Western Blot para
teste da reatividade dos fagos com soros de
campo positivo e negativo para LEB (M =
marcador de peso molecular; membrana
superior = incubagcdo com soro positivo;
membrana inferior = incubagdo com soro
negativo).

Dot Blot competicao

As amostras dos fagos capazes de
diferenciar os soros positivos dos negativos
no ELISA e no Dot Blot, foram submetidas a
competicdo com a gp51, em solugao, para a
ligagéo aos anticorpos dos soros positivos.

As membranas de nitrocelulose foram
cortadas em tiras e sensibilizadas com fago
selvagem, 1ug da proteina gp51, e com as
amostras dos fagos na ordem de 10'": A3,
A4, A9, D4, D10, F5, F10, G5 e H11. Todas
as amostras sensibilizadas nas membranas
foram submetidas a incubagdo com soros
positivos, soros negativos, e com cada soro
positivo em solugdo com 1500ug da
proteina gp51 (teste de competicéo).

Conforme os resultados apresentados na
figura 31, nao foi observada competigdo dos
fagos com a proteina em solugdo para a
ligacdo aos anticorpos dos soros positivos.

51 A3 A4 A9 D4 DI0 FS§ Fl10 G5 HIl

Soro pos A

Soro pos A
1500pg gpsl

Soro neg A
Saro pos B
Soro pos B
1500ug gps1
Soro neg B

Sore pos C

Saro pos C
1500ug gp5l

Figura 31 — Ensaio de Dot Blot competi¢do: amostras dos soros positivos VLB em solugao com
gp51. Soro pos A, B, C = membranas incubadas com soros positivos; Soro pos A, B, C 1500ug
gp51 = membranas incubadas com soros positivos em solugdo com 1500ug da gp51
(competicao); Soro neg A, B, C = membranas incubadas com soros negativos.
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De acordo com os resultados obtidos nos
imunoensaios com as IgGs purificadas e
com as amostras de soros de campo, 0s
fagos que  apresentaram melhores
caracteristicas antigénicas para diferenciar
as amostras positivas e negativas foram: i)
A3 ahkwdiplstsg, ii) A4 ahkweavgppmt, iii)
A9 ipastidllppl, iv) D4 hkpppgtrimha, v) D10
ghkwspivgpsp, vi) F5 Iprsaidwlapv, vii) F10
wyppmhifapts, viii) G5 nmlgiappfpas, ix) H11
tvtfaptydsss.

3.2.8- Resultados das analises por
bioinformatica

Apds a selegdo nos imunoensaios, as
sequéncias peptidicas exibidas pelos fagos
foram analisadas por ferramentas de
bioinformatica.

Inicialmente, foi analizada a similaridade
entre as sequéncias peptidicas
selecionadas, através de alinhamentos
multiplos pelo programa Clustal W versao
18.1. Na figura 32 sdo demonstrados os
alinhamentos das sequéncias peptidicas
selecionadas nos imunoensaios. Foram
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identificados os motivos AHKW, HKW ou
HKx, FAPT e PPM que sdao compartilhados
entre sequéncias dos peptideos exibidos
pelos fagos.

Alinhamentos das sequéncias
peptidicas

A9 IPASTIDL—LPPL-12
F5 LPRSAIDW—LAPV- 12
Ad -AHKWEAV—QPRPMT 12
D10 -GHKWSPI—VQPSP 12
F10 ---WYPPMHIFAPTS 12
H11 -TVTEAPT—YDSSS 12
A3 -AHKWDIP—LSTSG 12
G5 NMLQIAPP—FPAS- 12
D4 --HKPPPQTRLMHA- 12

Figura 32 - Alinhamentos das sequéncias
peptidicas selecionadas nos imunoensaios
obtidos no programa Clustal W 18.1

As sequéncias dos peptideos selecionadas
foram também analisadas quanto a
homologia com sequéncias de proteinas do
VLB depositadas no “GENEBANK” através
do programa BLAST, gerando os resultados
apresentados na tabela 9.



Tabela 9 - Similaridade das sequéncias protéicas dos peptideos selecionados com proteinas
anotadas no banco de dados do GeneBank pelo Blast, e os niUmeros de acesso

Peptideo Antigeno Potencial Acesso Banco de Dados

A3- ahkwdiplstsg G4 ABE28439.1
A4- ahkweavgppmt (A4) transcriptase reversa AAB63003.1
Tax ACR15161.1
gp51 CAR64532.1
p34 AAC82590.1
A9- ipastidllppl gp60 NP777385.2
p24 AAA42784 .1

protease AAB50411.1
integrase ACR15158.1
gp51 CAW30958.1
gp30, gp51 AAC18396.1

D4- hkpppgtrimha G4 ABE28471.1
tax ABR13901.1

protease 11012562
Gp60 AAC82588.1

D10- ghkwspivgpsp p24 AAT02652.1
transcriptase reversa ACR15158.1

F5- Iprsaidwlapv G4 ABI75223.1
F10- wyppmhifapts protease AAC32747 1
Tax ABR13890.1

G4 ABE28471.1

G5- nmigiappfpas gp51 ABL86339.1
gp30 AAP32011.1

Rex ABE28494 .1

rex ABE28498.1
H11- tvtfaptydsss env ACR15160.1
gp30 AAK85430.3

pol AAA42785.1

Utilizando o programa MATCH foi
encontrado o ponto maximo de similaridade
entre alguns dos peptideos selecionados
nos imunoensaios, com as proteinas do VLB
de interesse encontradas no Blast.

Os peptideos exibidos pelos fagos D10, G5
e A9 apresentaram maxima similaridade

com a proteina p24 (principal proteina do
capsideo do VLB) codificada pelo gene gag,
e o peptideo exibido pelo fago D4
apresentou maxima similaridade com a
glicoproteina gp51 do envelope Vviral
codificada pelo gene env (tabela 10).
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Tabela 10 - Pontos de maxima similaridade entre os peptideos selecionados e as proteina gag

(ACR15157.1) e env (ACR15160.1) do VLB

Regiao de Peptideo Proteina Figura
similaridade VLB
Gene gag D10, G5, p24 4 Maximom similarity position= 173
Ag qun‘.:w‘_-qawkn‘_-ptrﬁs FODW ST 1 u;E = ve £ulgy] Elladnlpd 200
g:‘:kwsgi geis=p g fo CEMTvDh ppfpas
-, y ., ijalal d1llppl
gh
Gene env D4 gp51 4 Maximom similarity position= 22
fcaksprytldfvﬂgyp .ngrIfuaramvtydceprcpyvgad 50
- h cyp T ikaclale

ka sﬂswl

O indice de antigenicidade de cada
peptideo VLB selecionado nos
imunoensaios foi estimado pelo programa
DNASTAR 4.0 — Lasergene, PROTEAN.

O indice de antigenicidade prediz
determinantes antigénicos potenciais,
combinando métodos de predigao estrutural
de proteinas (Jameson e Wolf, 1988). Os
resultados sdo mostrados como picos, que
s&o os determinantes antigénicos potenciais
(tabela 11). O algoritimo pode ser utilizado
para predizer as caracteristicas topolégicas
da proteina, diretamente a partir da
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sequéncia primaria dos aminoacidos. O
programa gera valores para paradmetros de
acessibilidade, combina os valores obtidos
para regibes flexiveis e prediz a estrutura
secundaria, criando um perfil linear do
contorno da proteina. Os picos antigénicos
com valores positivos representam as
regides mais antigénicas nos peptideos
(tabela 11).

Conforme demonstrado na tabela 11, os
peptideos com maiores resultados do indice
de antigenicidade (mais antigénicos) foram:
A3, D4, D10, F5 e H11.



Tabela 11 - indices de antigenicidade preditas para os peptideos selecionados (PROTEAN 4.0)

Peptideos 1 2 3 4
selecionados

6 7 8 9 10 11 12

A3
ahkwdiplstsg

Ad
ahkweavgppmt

A9
ifaBlidiIpp!

D4
hkBitiimha

D10
gh kiSRS

F5
Iprsaidwlapv

F10
wyppmhifapts

G5
Bm@iappfpas 0

H11

tvtfaptydsss .a—|
2|

3.2.9- Sintese do peptideo sintético
contendo epitopos miméticos do
virus da Leucose Bovina (VLB)

De acordo com os resultados obtidos nos
imunoensaios e nas andlises de
bioinformatica, foram selecionadas as
sequéncias peptidicas exibidas pelos fagos
D4 e G5 para construgdo do peptideo
sintético. Foi utilizado o sistema de multiplos
peptideos miméticos a partir dos clones de
fagos selecionados e caracterizados por
phage display e avaliados nos
imunoensaios.

VLB-Ph

O peptideo sintético foi esquematizado com
duas repeticbes de cada sequéncia
intercaladas, tendo o mesmo espacador
(GGGS), e com amidagdo C-terminal para
estabilizacdo da estrutura peptidica. O
peptideo foi sintetizado pela empresa
Genscript. Foi construido o peptideo

denominado VLB-Ph contendo as
sequéncias HKPPPQTRLMHA e
NMLQIAPPFPAS correspondentes  as

sequéncias dos fagos D4 e G5,
respectivamente:

HKPPPQTRLMHAGGGSNMLQIAPPFPASGGGSHKPPPQTRLMHAGGGSNMLQIAPPFPAS-

NH3
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3.2.10- Resultados da reatividade do
peptideo sintético VLB-Ph no ELISA
com as amostras de soros (animais
naturalmente infectados)

A reatividade do peptideo sintético VLB-Ph,
produzido a partir da selegdo com a
biblioteca Ph.D.-12™ foi verificada nos
ensaios de ELISA.

Os pocgos das placas foram adsorvidos com
1ug do peptideo e incubados com trinta
amostras do soros de bovinos positivos e
trinta amostras negativas para infecgéo pelo

0.5

u.d' o
4]

0.3

DO

VLB, previamente testadas na IDGA. Dentre
as diluigdes dos soros testadas, a diluicao
1:400 foi a mais adequada para verificar a
diferenca da reatividade entre os soros
positivos e negativos.

A estatistica utilizando o programa Prisma
5.0 para o teste-t com os valores das
densidades oticas, evidenciou a diferenca
entre os resultados das amostras dos soros
positivos e negativos no ELISA com o
peptideo VLB-Ph, com resultado de p =
0,0114. O valor de p foi menor que 0,05,
indicando diferenga significativa entre os
resultados (figura 33).
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Figura 33 - Analise da reatividade de trinta soros positivos e trinta soros negativos para LEB

com o peptideo VLB-Ph no ELISA (Prisma 5.0)



4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O desenvolvimento de técnicas de
diagnéstico mais sensiveis e especificas,
visando o aprimoramento das medidas de
controle e erradicagdo das doengas, tem
sido foco de muitas pesquisas.

No caso da Anemia Infecciosa Equina (AIE)
e da Leucose Enzodtica Bovina (LEB)
causadas pelos retrovirus VAIE e VLB,
respectivamente, os animais tornam-se
persistentemente infectados e muitas vezes
portadores assintomaticos do virus, sendo
considerados fontes de infecgdo para os
individuos sadios na natureza.

Como ainda ndo existem vacinas
disponiveis para a AIE e LEB, um método
de diagnéstico confiavel e capaz de
identificar animais infectados principalmente
nas fases iniciais das doengas é de extrema
importancia para evitar disseminacdo dos
virus entre os rebanhos (Sellon et al., 1994;
Cook et al., 1996; Trono et al., 2001).

A Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA),
ensaios de ELISA em varios formatos, a
reagcdo em cadeia da polimerase (PCR),
ensaios de Imunoblotting e outras técnicas,
sdo atualmente desenvolvidas e utilizadas
para deteccdo da AIE e da LEB (Payne et
al., 1989; Kim e Casey, 1992; Langemeier et
al., 1996; Johnson et al., 1998; Reichel et al.,
1998; Kittelberger et al., 1999; Llames et al.,
2000; Trono et al., 2001; Choi et al., 2002;
Alvarez et al., 2007a; More et al., 2008).
Além do desenvolvimento das técnicas,
varios estudos tém sido focalizados no
aprimoramento das metodologias para
producdo de antigenos mais puros, visando
um aumento na sensibilidade do diagndstico
das doengas (Montelaro et al., 1993;
Sentsui et al., 2001; Alvarez et al., 20073;
Alvarez et al., 2007a; Lim et al., 2009).

Técnicas de phage display tém sido
utilizadas para a elucidagdo de diversas
questbes de origem bioldgica (Smith e
Petrenko, 1997), inclusive para a
descoberta de epitopos com importancia

para o desenvolvimento de plataformas de
diagnéstico e vacinas (Ziegler et al., 1998;
Casey et al, 2009). Esta metodologia
possibilita a identificacdo de novos
antigenos sem informagao prévia a respeito
da especificidade dos anticorpos, evitando o
processo de obtencdo de anticorpos
monoclonais para a caracterizagdo (Parmley
e Smith, 1988; Parmley e Smith, 1989).

No presente trabalho, foram identificados
peptideos considerados miméticos
antigénicos de epitopos das proteinas do
virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE) e
do virus da Leucose Bovina (VLB). Os
peptideos foram obtidos pela imunoselecéo
de duas diferentes bibliotecas randémicas
de peptideos apresentados em fagos,
contra imunoglobulinas totais purificadas do
pool de soros de animais naturalmente
infectados com VAIE e com o VLB. Para
obtencao dos peptideos miméticos do VAIE
foi utilizada a biblioteca comercial Ph.D.-
C7C™ e para obtencdo dos peptideos
miméticos do VLB foi utilizada a biblioteca
Ph.D.-12™,

O isolamento dos peptideos que
apresentam similaridades com as proteinas
dos virus VAIE e VLB foi obtido por
repetidos ciclos de selecao dos peptideos
por imunoafinidade ao alvo biolégico (IgGs
totais positivas). Assim, os ciclos de selegéo
e amplificacdo tendem a gerar peptideos
especificos reconhecidos pelos anticorpos
com maiores titulos, gerando sub-
populacbes especificas de clones de fagos
ligantes as 1gGs totais positivas (Parmley e
Smith, 1988; Parmley e Smith, 1989).

ApoOs as selegbes bioldgicas (biopanning),
os clones de fagos foram caracterizados e
validados através da adogido de critérios
especificos. Inicialmente, através da
titulagcdo dos fagos na entrada e na saida
dos ciclos de selegdo, foi constatado
enriqguecimento dos eluatos durante o
processo seletivo, sendo os titulos de
entrada maiores do que os titulos de saida,
pois os fagos com maior afinidade para as
IgGs totais positivas ficam ligados, e o
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restante dos fagos com baixa ou sem
afinidade sdo removidos nos processos de
lavagem.

Os titulos de saida apresentaram aumento
gradual na quantidade de fagos do primeiro
ao quarto ciclo de selegdo, no caso da
biblioteca Ph.D.-C7C™, e aumento gradual
do primeiro ao terceiro ciclo de selegéo, no
caso da biblioteca Ph.D.-12™,
demonstrando que ocorreu enriquecimento
dos clones e que as selegbes foram
direcionadas ao alvo (IgGs totais positivas)
(Ziegler et al.,, 1998; Kirsch et al., 2008;
Leong et al., 2008).

De acordo com os resultados obtidos da
selecdo com a biblioteca Ph.D.-C7C™, foi
possivel identificar vinte e trés sequéncias
distintas dentre as vinte e oito sequéncias
completas obtidas no sequenciamento do
DNA dos clones selecionados. Conforme
representado na tabela 2, a sequéncia
TATSHLF repetiu quatro vezes (quatro
clones iguais), e a sequéncia GNSWYNS
apresentou trés repeticoes.

Foi observada uma maior frequéncia dos
aminodcidos Histidina, Leucina e Serina,
sugerindo que sejam 0s principais
participantes nas interagdes peptideo-
imunoglobulina durante os processos da
selegao biologica (biopanning). A analise da
frequéncia de aminoacidos ao longo das
sequéncias  peptidicas evidenciou a
presenca de aminoacidos criticos nas
sequéncias peptidicas e importantes no
processo de selegao, fornecendo indicios de
especificidade no processo de
reconhecimento dos ligantes.

Nas anadlises da similaridade entre as
sequéncias peptidicas selecionadas,
através de alinhamentos multiplos, foram
identificados alguns motivos comuns entre
os peptideos selecionados: SHLF, ATSHXxF,
SHxF, THxF e IQPLL.

A presenga dos motivos protéicos comuns
entre os peptideos pode estar relacionada
com a selegdo a favor do ligante, pela
indicacdo de que estes aminoacidos
poderiam ser cruciais para o}
reconhecimento dos peptideos pelas IgGs
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(Cortese et al.,, 1995). Pelas andlises de
alinhamentos  protéicos  foi  possivel
demonstrar que os peptideos isolados
contém residuos criticos que apresentam
identidade e conservacdo e que poderiam
mimetizar a estrutura e funcéo dos epitopos
originais existentes nas proteinas do VAIE.

Apos as analises preliminares por
bioinformatica das sequéncias peptidicas
obtidas, a reatividade dos vinte e oito clones
foi testada no ELISA com as IgGs
purificadas positivas e negativas.

Dentre os vinte e oito clones sequenciados,
apenas onze clones foram reagentes com
as IgGs provenientes do pool de soros
positivos para AIE, e nao reativos com as
IgGs provenientes do pool de soros dos
animais negativos no ELISA. Foram
selecionados os clones: C3, C4, C8, C9, D4,
D11, E1, E12, G3, H1 e H9, sendo os outros
clones descartados das analises nos
ensaios posteriores.

A proteina gp90 recombinante (rgp90) foi
considerada como controle em todos os
ensaios posteriormente realizados, pois
apresentou  significativa  diferenca na
reatividade entre as 1gGs totais purificadas
positivas e negativas, e entre as amostras
de soros positivos e negativos no ELISA,
Western blot e Dot Blot. A rgp90 é utilizada
no teste ELISA indireto segundo Reis (1997)
no laboratério de Retroviroses da Escola de
Veterinaria da UFMG.

O fago selvagem foi utilizado como controle
negativo nos ensaios pois nao possui
peptideo fusionado na proteina Ill (Mead et
al., 1988). Em nenhum dos testes realizados
foi verificada reatividade do fago selvagem,
e os resultados obtidos no Western Blot
comprovaram que apenas o0s peptideos
fusionados na proteina 1l dos clones
selecionados sao especificamente
reconhecidos pelas IgGs totais purificadas e
pelos anticorpos das amostras dos soros
positivos, e nao outras sequéncias
componentes da particula viral do fago,
quando comparados ao fago selvagem
(M13) na regiao correspondente ao inserto.



A existéncia de competi¢do dos fagos com a
rgp90 para ligagdo as IgGs totais positivas
purificadas do pool de soros de animais
positivos para AIE, verificada através dos
ensaios de competicdo em ELISA, Western
Blot e Dot Blot, permite considerar que a
selecdo bioldgica realizada com a biblioteca
Ph.D.-C7C isolou uma populagéo de clones
de fagos exibindo peptideos que podem ser
considerados miméticos antigénicos aos
epitopos presentes na gp90 ou aos epitopos
de alguma outra proteina imunodominante
do VAIE.

Durante o procedimento de selegdo dos
clones com as IgGs purificadas, o fago E12
apresentou maior capacidade de competir
com a rgp90 para ligacao as IgGs do que os
outros clones, além de diferenciar as 1gGs
positivas e negativas em todos os ensaios.

Todos os clones testados com as IgGs
purificadas foram também avaliados nos
imunoensaios com as amostras dos soros
de campo de equideos naturalmente
infectados e nado infectados com VAIE.

Nos testes com as amostras de soros
apenas o fago E12 foi selecionado, pois foi
0 Unico clone capaz de diferenciar todas as
amostras dos soros de animais positivos e
negativos nos testes de ELISA e Dot Blot.
Este fago também competiu com a rgp90
para ligacdo aos anticorpos dos soros dos
animais positivos para o VAIE nos ensaios
de ELISA e Dot Blot, confirmando os
resultados previamente obtidos no processo
inicial de selecdo dos clones com as IgGs
purificadas.

Devido as suas caracteristicas como
amostra antigénica nos imunoensaios, o
fago E12 demonstrou apresentar
capacidade de ser um antigeno potencial
para uso em ensaios de diagnostico para
detecgdo da infeccdo causada pelo VAIE
com amostras de soro individuais de
equideos de campo.

Através das anadlises da sequéncia do
peptideo E12 quanto a similaridade com
sequéncias de proteinas do VAIE
disponiveis em bancos de genomas
(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLASTY/), foi

verificada homologia do peptideo com a
glicoproteina transmembrana do VAIE gp45,
codificada pelo gene env. A regido de
maxima similaridade representada por
ATSH parece ser integrante na interagcdo do
peptideo com as IgGs purificadas e com os
anticorpos dos soros nos ensaios.

Animais infectados pelo VAIE desenvolvem
forte resposta imune contra as
glicoproteinas gp90 e gp45 (Leroux et al.,
2004, Shen et al.,, 2005), sendo estas
frequentemente utilizadas como antigenos
nos testes de diagndstico soroldgicos para
deteccao da AIE. Embora seja amplamente
utilizada como antigeno para diagnostico, a
gp90 é considerada ser o principal alvo de
variagbes antigénicas durante o curso da
infeccao (Hussain et al., 1987; Craigo et al.,
2002; Mealey et al., 2004; Howe et al., 2005;
Shen et al., 2005), podendo comprometer o
diagnéstico quando o antigeno baseado no
estrato do VAIE de uma determinada
localidade geografica €& utilizado para
detectar anticorpos nos soros de animais
infectados com o VAIE variante em
localidades distintas.

Em estudos bioquimicos e imunoldgicos da
populagado viral predominante recuperada
durante a infecgdo pelo VAIE, mostram que
epitopos conservados sdo notaveis na gp45
(McGuire et al., 2000; Belshan et al., 2001),
€ que a gp45 tem um dominio
imunodominante principal que constitui um
epitopo altamente conservado na maioria
dos retrovirus (Chong et al., 1991),
sugerindo que por se tratar de uma proteina
mais conservada, o uso da gp45 como
antigeno para diagnéstico € uma alternativa
aos problemas gerados em decorréncia das
variagdes observadas na gp90.

Apesar da similaridade existente entre o
peptideo E12 e a gp45, este clone competiu
com a rgp90 para ligacdo aos anticorpos
nos imunoensaios. A competicdo pode ser
devido a presenca de epitopos semelhantes
existentes nas diferentes proteinas virais
que reagem cruzadamente com 0s
anticorpos. Apesar de n&o terem sido
encontradas similaridades entre a
sequéncia selecionada e as sequéncias da
proteina gp90 do VAIE disponiveis no banco
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de genomas, podem existir similaridades
com sequéncias brasileiras do virus. Até o
momento nao existem sequéncias
brasileiras da proteina gp90 disponiveis no
banco de genomas, portanto, deverao ser
conduzidos estudos moleculares detalhados
com os isolados VAIE brasileiros, para
analise comparativa entre estas sequéncias,
e verificacdo desta hipotese.

No presente estudo, de acordo com as
caracteristicas antigénicas observadas do
peptideo nos imunoensaios com as
amostras de soros e com as IgGs, pode ser
sugerido o uso do peptideo E12 como
antigeno para diagndstico da AlE.

O uso de peptideos miméticos como
antigeno, obtidos a partir da selegdo de
bibliotecas de phage display, no diagnéstico
tem sido sugerido por outros autores como
alternativa para o uso de antigenos virais
brutos. O uso desses peptideos pode
eliminar a alta propor¢cdo de epitopos nao
desejaveis que estdo presentes nas
preparagdes do antigeno bruto, gerando um
diagndstico mais eficiente e especifico
(Casey et al., 2009).

Além desses fatores, tem sido sugerido o
uso de peptideos selecionados de
bibliotecas como controles em
imunoensaios de diagnostico ao invés dos
antigenos nativos. Os peptideos miméticos
podem servir também como controle
positivo precisamente definido e
conveniente para uso em testes de
diagnodstico, em alternativa quando o
patdgeno original é dificil de ser obtido ou
apresenta instabilidade, e nos casos de
virus com distribuicéo erratica (Ziegler et al.,
1998).

Os resultados obtidos no ELISA com o
peptideo sintético VAIE-E12 construido a
partir da sequéncia do peptideo exibido pelo
fago E12, demonstraram que a selecao por
phage display foi eficiente para gerar um
novo antigeno para diagnostico da AIE. Este
peptideo sintético apresentou diferenca
significativa na reatividade entre as ftrinta
amostras dos soros positivos e ftrinta
amostras dos soros negativos, podendo ser
também considerado potencial para uso no
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diagndstico. Um numero maior de amostras
devera ser avaliado para a padronizagao do
uso deste peptideo em testes sorolégicos
como o ELISA.

Conforme ja discutido anteriormente,
durante a selecdo com a biblioteca Ph.D.-
12™ ocorreu enriquecimento dos clones do
primeiro ao terceiro ciclo de selegao, com
fagos de maior afinidade para as IgGs totais
positivas provenientes do pool de soros de
bovinos infectados com o VLB.

De acordo com os resultados da selecao
com a biblioteca Ph.D.-12™, foram obtidas
quarenta e quatro sequéncias diferentes
com maior frequéncia dos aminoacidos
Alanina, Histidina, Prolina, Treonina e
Triptofano, sugerindo que sejam os
principais participantes nas interagdes com
as IgGs alvo para selegao.

A selecdo inicial dos fagos nos
imunoensaios foi realizada com o objetivo
de identificar os fagos reativos apenas com
as IgGs totais positivas e nao reativos com
as IgGs totais negativas. Das quarenta e
quatro sequéncias peptidicas exibidas pelos
fagos, selecionadas da biblioteca, apenas
vinte e trés foram selecionadas por
comparagao entre os resultados obtidos no
ELISA, Dot Blot e Western Blot com as IgGs
purificadas.

No ELISA, os maiores valores da razao
entre os indices ELISA positivos e negativos
(IE+/IE-) determinaram as amostras dos
fagos (antigenos) capazes de diferenciar
entre os soros positivos e negativos
testados, e junto com os resultados obtidos
no Dot Blot foram selecionados nove fagos
exibindo peptideos com potencial para
diferenciar as amostras de soros negativas
e positivas.

Estes nove peptideos selecionados com os
resultados da reagdo com os soros, nao
competiram com a proteina gp51 para
ligacdo as IgGs purificadas ou aos
anticorpos dos soros positivos, talvez por
serem miméticos antigénicos de outras
proteinas do VLB, ou até mesmo miméticos
de epitopos ndo imunodominantes da gp51.
De acordo com as analises de similaridade



entre os peptideos e as proteinas do VLB,
foram observadas similaridades com a
proteina p24 e as glicoproteinas gp51 e
gp30 que contém epitopos
imunodominantes, e com proteinas
importantes como tax, rex e G4 que sao
envolvidas na regulacdo da expressao viral
e no desenvolvimento de tumores durante o
curso da infecgdo (Burny et al., 1980; Miller
et al., 1981; Walker et al., 1987; Willems et
al., 1993; Willems et al., 1995).

A imunoreatividade da proteina antigénica
gp51 produzida em células FLK, foi avaliada
nos imunoensaios com as IgGs purificadas
e com as amostras de soro. Nos ensaios de
ELISA a proteina gp51 ndo apresentou
reatividade com as IgGs positivas ou
negativas, e apresentou reatividade quase
insignificante com as amostras dos soros.
Por isso nao foi possivel utiliza-la como
controle, ou para os ensaios de competicao
com os fagos no ELISA. No Western Blot e
Dot Blot a gp51 apresentou reatividade, mas
nao diferenciou as IgGs purificadas positivas
e negativas, e nao diferenciou todas as
amostras de soros positivos e negativos. A
falta de reatividade da gp51 pode estar
relacionada com a falta de padronizacao
deste tipo de preparacao antigénica para as
técnicas utilizadas, visto que este antigeno
€ preparado para uso na IDGA.

Os resultados do fago selvagem nos
ensaios (controle negativo), e os resultados
obtidos no Western Blot comprovaram que
apenas os peptideos fusionados na proteina
Il dos clones selecionados foram
especificamente reconhecidos pelas 1gGs
totais purificadas e pelos anticorpos das
amostras dos soros.

Nas analises por bioinformatica das nove
sequéncias selecionadas nos imunoensaios,
foram encontrados motivos comuns entre os
peptideos selecionados AHKW, HKW ou
HKx, FAPT e PPM que podem indicar a
importancia de alguns aminoacidos para o
reconhecimento dos peptideos pelas IgGs
(Cortese et al., 1995), mimetizando epitopos
existentes nas proteinas do VLB.

As sequéncias dos nove peptideos
selecionados apresentam similaridades com

vérias proteinas do VLB com importantes
fungdes regulatérias, estruturais e
imunodominantes durante a infeccdo. E de
acordo com os resultados do trabalho, a
selegcdo dos peptideos através da técnica
phage display pode ser considerada uma
ferramenta importante para a obtengédo de
um banco de epitopos selecionados pela
interagao imune com anticorpos
reconhecedores de proteinas do VLB,
prontos para serem testados em diferentes
estratégias.

Os peptideos exibidos pelos fagos D10, G5
e A9 apresentaram maxima similaridade
com a proteina p24, considerada a principal
proteina do capsideo do VLB (Miller et al.,
1981), e o peptideo exibido pelo fago D4
apresentou maxima similaridade com a
glicoproteina gp51 do envelope viral. Estas
duas proteinas sdo consideradas as mais
imunogénicas durante a infec¢do pelo VLB,
e varios autores tem demonstrado que os
bovinos infectados desenvolvem resposta
primaria de anticorpos especificos voltados
para a glicoproteina de envelope gp51 e
para a proteina do core viral p24 (Devare e
Stephenson, 1977; Deshayes et al., 1980;
Portetelle et al., 1980; Walker et al., 1987).

A similaridade observada entre as
sequéncias peptidicas obtidas da selegao
com a biblioteca Ph.D.-12™ e as proteinas
imunodominantes do VLB, e os resultados
nos imunoensaios, permitem considerar que
os procedimentos de selegdo dos fagos
geraram uma populacdo de nove peptideos
que podem ser considerados miméticos
antigénicos de epitopos imunodominantes
do virus.

Os miméticos antigénicos podem servir
como sondas especificas para anticorpos no
diagnostico para doencgas, assim como
proteinas virais sdo usadas para testes de
muitas doengas causadas pelos retrovirus.
Além disso, possibilitam a focalizagdo de
uma especificidade particular, excluindo
sinais que podem indicar determinantes n&o
relacionados com o diagnéstico, evitando as
reagdes cruzadas (Smith et al., 1997).

Mediante os resultados, e tendo em vista a
baixa capacidade de diferenciagdo da gp51
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nos imunoensaios realizados, pode ser
sugerido o uso desses peptideos como
antigenos potenciais para diagnéstico da
LEB.

Os resultados dos imunoensaios, da
bioinformatica, e os maiores indices de
antigenicidade, que apontaram os peptideos
mais antigénicos, foram utilizados como
critérios para selecao das sequéncias
peptidicas componentes do peptideo
sintético VLB-Ph.

Os testes realizados no ELISA com este
peptideo sintético geraram resultados com
as amostras dos soros positivos e negativos
que apresentaram diferengas significativas.
Como no caso da AIE, um numero maior de
amostras devera ser avaliado para a
padronizacdo do uso deste peptideo em
testes soroldgicos.

Em estudos com o VAIE e com o VLB tem
sido relatado o uso dos peptideos sintéticos
como antigenos no diagnédstico, e como
indutores de memoria imunolégica com
aplicagbes para o desenvolvimento de
vacinas (Callebaut et al., 1991; Kabeya et
al., 1996; Soutullo et al., 2001; Soutullo et
al., 2005).

De acordo com os resultados obtidos, os
peptideos sintéticos VAIE-E12 e VLB-Ph
produzidos no presente trabalho
apresentam potencial para serem utilizados
como antigenos no ELISA para o
diagnéstico da AIE e da LEB,
respectivamente.

O uso de anticorpos monoclonais para
mapear epitopos que induzem, ou que
sejam reconhecidos pela resposta humoral
durante as infeccbes, €é de grande
importancia nas pesquisas para descoberta
de epitopos (Hussain et al., 1987; Sergeeva
et al, 2006). Em contrapartida, foi
demonstrado no presente trabalho que a
selecao de epitopos miméticos antigénicos
de proteinas do VAIE e do VLB a partir de
bibliotecas de phage display, pode
representar uma importante ferramenta para
definir epitopos que sdo reconhecidos por
anticorpos durante as infecgbes causadas
pelos virus, evitando a necessidade do
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desenvolvimento de monoclonais que
normalmente requer altos custos e alta
complexidade para producéo.

Estes miméticos apresentam potencial para
serem utilizados como antigenos em
plataformas de diagndstico para as doengas
AIE e LEB, para estudos do
desenvolvimento de vacinas, e como base
para a produgéo de peptideos sintéticos.

Este trabalho gerou alternativas para o
desenvolvimento de novas metodologias
para o diagnéstico das doengas AIE e LEB
com a produgdo de novos antigenos que
podem ser utilizados rotineiramente e em
larga escala, contribuindo diretamente para
o0 controle e prevengao das doengas em
estudo.

5. CONCLUSOES

A tecnologia do phage display foi eficiente
para a descoberta de um peptideo mimético
antigénico que apresenta potencial para ser
utilizado como antigeno no diagndstico da
Anemia Infecciosa Equina, e como base
para a construcdo de peptideo sintético a
partir de sua sequéncia.

Os procedimentos de selecdo dos fagos a
partir da biblioteca comercial permitiram a
descoberta de epitopos que podem ser
considerados miméticos antigénicos de
epitopos das proteinas imunodominantes do
VLB.

Os peptideos sintéticos VAIE-E12 e VLB-Ph
produzidos no presente trabalho
apresentam potencial para serem utilizados
como antigenos no ELISA para o
diagnéstico da AIE e da LEB,
respectivamente.

A selecdo de epitopos miméticos
antigénicos de proteinas do VAIE e do VLB
a partir de bibliotecas de phage display, foi
uma importante ferramenta para definir
epitopos que sdo reconhecidos por
anticorpos especificos durante as infecgdes
causadas por estes retrovirus.



6. PERSPECTIVAS

Os peptideos sintéticos produzidos neste
trabalho deverdo ser avaliados com um
numero maior de amostras de soros para a
padronizacdo de testes  sorolégicos
seguindo as recomendacgdes da OIE.

Os resultados obtidos neste trabalho
contribuirdo de forma direta para novas
pesquisas que visem o desenvolvimento de
plataformas de diagndstico e vacinas para
prevencao e controle da Anemia Infecciosa
Equina e da Leucose Enzootica Bovina.
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