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Apresentacgao

Esta tese contempla a selecdo e caracterizacdo de peptideos
recombinantes relacionados a Brucella abortus selecionados por Phage Display,
no intuito de identificar antigenos com potencial diagndstico e vacinal.

Sendo a brucelose bovina responsavel por perdas econdmicas
significativas relacionadas a reducéao da produtividade e eficiéncia reprodutiva dos
animais infectados, é necessario o uso de diagndsticos cada vez mais eficientes e
precisos, além de vacinas que sejam protetoras aos animais e nao represente
riscos a quem a manipula.

A escolha da tecnologia de Phage Display para selecdo de peptideos
imunorreativos para aplicacdo imunodiagndstica e vacinal foi devido a vantagem
do método em realizar sele¢cdes subtrativas que permitem a identificacdo de
novos marcadores, por uma selecdo altamente especifica aos alvos. Uma
vantagem crucial dessa tecnologia € a conexdo direta entre o fendtipo
experimental e o gendtipo encapsulado, a qual possibilita uma evolugéo clonal de
ligantes selecionados. Nesse sentido, essa metodologia tem se mostrado
significante a pratica clinica, ao permitir a selecdo de peptideos e anticorpos
expressos na superficie viral.

Esta tese é composta de dois capitulos sendo o primeiro deles uma
fundamentacdo teorica a respeito da brucelose bovina e as principais técnicas
utilizadas neste trabalho: tecnologia de Phage Display e biossensores. O segundo
capitulo refere-se a identificacdo de mimetopos dominantes associados a
resposta imune humoral em bovinos infectados com Brucella abortus e a

verificacdo do potencial diagndstico e vacinal desses peptideos.



Capitulo |

FUNDAMENTACAO TEORICA



1. Brucelose bovina

A Dbrucelose bovina é uma zoonose bacteriana de carater cronico,
amplamente disseminada e de grande importédncia econdémica. Esta doenca é
responsavel por perdas econdmicas na exploracdo pecuaria de leite e carne,
podendo ser transmitida para o homem. Em varios paises do mundo tém sido alvo
de programas de controle desde o inicio do século XX, alguns dos quais
conseguiram erradica-la.

A presenca da brucelose nos rebanhos leva a queda na producdo animal e
torna o produto da pecuéaria brasileira vulneravel as barreiras sanitarias e

tarifarias, diminuindo sua competitividade no comércio internacional 2.

2. Epidemiologia da brucelose bovina no Brasil e se us impactos
econdmicos

A brucelose bovina, causada pela bactéria Brucella abortus, atinge tanto o
gado de corte como o gado de leite e encontra-se disseminada por todo o
territdrio nacional, com variada prevaléncia, poréem estes dados ndo estdo bem
caracterizados.

Em 1975, foi feito um levantamento no Brasil, da situacdo da brucelose
bovina, tendo sido estimada a porcentagem de animais soropositivos em 4% na
Regido Sul, 7,5% na Regido Sudeste, 6,8% na Regido Centro-Oeste, 2,5% na
Regido Nordeste e 4,1% na Regido Norte >,

Dados oficiais de outros levantamentos sorolégicos por amostragem,
realizados em alguns Estados, revelaram pequenas alteracdes na prevaléncia de
brucelose: no Rio Grande do Sul, a prevaléncia passou de 2% em 1975, para
0,3% em 1986, ap6s uma campanha de vacinacdo bem sucedida; em Santa
Catarina, passou de 0,2% em 1975, para 0,6% em 1996; no Mato Grosso do Sul,
a prevaléncia estimada em 1998 foi de 6,3%, idéntica ao valor encontrado em
1975 para o territorio mato-grossense; em Minas Gerais, passou de 7,6% em

1975, para 6,7% em 1980; no Parana, a prevaléncia estimada em 1975 foi de



9,6%, passando para 4,6% de bovinos soropositivos em 1989 . Estes valores
devem ser considerados apenas como uma estimativa da enfermidade no pais.

Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) que tem como objetivo diminuir o impacto negativo
dessas zoonoses na saude humana e animal, além de promover a
competitividade da pecuaria nacional. Assim sendo, a vacinagao obrigatéria
contra a brucelose bovina e bubalina em todo o territorio nacional foi introduzida
pelo PNCEBT, que definiu ainda, uma estratégia de certificacdo de propriedades
livres ou monitoradas *.

Minas Gerais, com sua vocacao natural para o agronegocio, tem lugar de
destaque na bovinocultura nacional. E o quarto Estado da Federacio em
extensao territorial, com 586.528km?2. Localiza-se na regido Sudeste do Brasil,
com 853 municipios °. Possui um total de 349.085 propriedades, onde est&o
distribuidos 20.991.678 bovinos, representando 10,8% do rebanho nacional °.

Em um estudo epidemiologico feito por Gongalves e colaboradores em
2009, constatou-se que a prevaléncia de animais soropositivos para brucelose no
Estado de Minas Gerais foi de 1,1%, sendo que as regides de maior prevaléncia
foram o Triangulo Mineiro com 1,7% e a regiao Central com 1,5%. Acredita-se
que pelo fato da regido do Triangulo Mineiro fazer fronteira com os Estados de
Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Goias, que sdo Estados com intensa
movimentacdo de animais é natural supor que nesse circuito a situacao
epidemiologica da brucelose seja influenciada pela situagdo existente nesses
Estados °.

Os resultados obtidos em 2009 mostraram uma diminuicdo de prevaléncia
da brucelose no Estado de Minas Gerais nos ultimos 30 anos, o que € um
indicativo de que o programa estadual de vacinacdo sistemética de bezerras,
iniciado na década de 1990, esta dando bons resultados.

No Brasil, ndo existem estudos concretos sobre os prejuizos econdémicos
ocasionados pela brucelose bovina ou bubalina. As perdas diretas séo
decorrentes dos abortos e periodo de esterilidade temporaria, responsaveis pelas

quedas nas taxas de natalidade, aumento do intervalo entre partos, nascimentos
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prematuros, esterilidade, diminuicdo da producdo de leite, morte de bezerros e
interrupcéo de linhagens genéticas "

As propriedades onde a doenca esta presente tém o valor comercial de
seus animais depreciado; as regides onde a doenca € endémica encontram-se
em posi¢cao desvantajosa na disputa de novos mercados.

Estimativas mostram que a brucelose € responséavel pela diminuicdo de
25% na producao de leite e de carne e pela reducdo de 15% na producédo de
bezerros. Mostram ainda que a cada cinco vacas infectadas, uma aborta ou torna-

se permanentemente estéril *.

3. Etiologia

O género Brucella é composto atualmente por seis espécies oficiais, tendo
cada uma seu hospedeiro de preferéncia: Brucella melitensis (caprinos e ovinos),
Brucella abortus (bovinos e bubalinos), Brucella suis (suinos), Brucella ovis
(ovinos), Brucella neotomae (ratos do deserto), Brucella canis (cdes) e, mais
recentemente uma sétima espécie, a Brucella maris (mamiferos marinhos), esta
sendo sugerida, porém ainda nao foi oficializada **°. As espécies de Brucella se
subdividem em diversos biovares ou biétipos '°. As espécies B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. canis além dos hospedeiros ja citados, podem acometer o
homem **.

Nas ultimas décadas, os taxinomistas classificavam as espécies de
Brucella com base principalmente nas diferencas em patogenicidade, preferéncia
de hospedeiro, caracteristicas bioquimicas e antigénicas, existindo assim todas as
espécies descritas acima °. Entretanto, caracteristicas genéticas e moleculares
tém indicado que todos os membros do género Brucella estdo intimamente
relacionados, diante disso, Verger em 1985 prop6s que todas as espécies de
Brucella fossem agrupadas como sendo biovares de uma uUnica espécie, a
Brucella melitensis *2.

Porém, esta proposta nédo foi aceita pelo comité de taxonomia, estando em

uso a classificacao tradicional em espécies relacionadas a patogenicidade e seus



diferentes hospedeiros, embora as brucelas ndo sejam espécie-especifica
9,10,13,14.

As bactérias quem compdem o género Brucella, sdo cocobacilos Gram-
negativos, imoéveis e aflagelados, ndo capsulados e ndo formam esporos, sdo
bactérias aerébias ou microaerofilas (ndo crescem em condigdes de anaerobiose
estrita), seu metabolismo € oxidativo e a energia é produzida pela utilizacdo de
varios substratos de aminoacidos e carboidratos *°. Sdo considerados patégenos
intracelulares facultativamente extracelulares, com capacidade de se multiplicar
no interior de macréfagos. Apresentam formato de bacilos curtos, de 0,5-0,7um de
diametro e de 0,5-1,5um de comprimento, podendo aparecer em formas isoladas,
aos pares ou em pequenas cadeias %',

As brucelas apresentam-se com morfologia colonial lisa ou classica (S-
LPS) e rugosa ou mucéide (R-LPS) 1823,

A morfologia da colénia esta relacionada com a composi¢cdo do
lipopolissacarideo (LPS) na membrana celular. As col6nias lisas possuem lipideo
A, nucleo oligossacéride e cadeia O, ja as rugosas possuem apenas lipideo A e
parte do nucleo oligossacéride 224,

A distincdo entre as espécies de Brucella e seu biovares é realizada por
testes diferencias com base na caracterizacdo fenotipica dos antigenos LPS,
tipagem de fagos, sensibilidade a corantes, requerimento de CO,, producao de

H,S e suas propriedades metabolicas 2>%°.

4. Caracteristicas especificas da Brucella abortus

A espécie Brucella abortus esta subdividida em oito biotipos distintos,
sendo eles: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 e a estirpe vacinal B19. O bio6tipo 1 de B. abortus
estda amplamente difundido no mundo. Nas Ameéricas € seguido pelos bidtipos 4,
2, 3, 6 € 9. Na América Latina predominam o biétipo 1 (80% das estirpes), 0 2,0 3
e 0 4. No Brasil, ate 1985, foram confirmados os bidtipos 1, 2 e 3. Nos EUA
predominam os biétipos 1, 2 e 4 8.

A Brucella abortus é responsavel pela infeccdo de um grande namero de
bovinos, bubalinos e pessoas ao redor do mundo, ocasionando perdas
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econbmicas importantes ao setor primario, bem como sofrimento a espécie
humana, uma vez que se trata de uma das principais zoonoses existente 2’.

A cepa virulenta 2308 de B. abortus (S2308) apresenta morfologia colonial
lisa, onde as bactérias possuem a parede celular constituida por uma camada
externa de lipopolissacaridio contendo a cadeia O 2.

Esses epitopos da cadeia O das amostras lisas de Brucella sp sdo muito
semelhantes aos encontrados em outras bactérias, como Bordetella
bronchiseptica, Campylobacter fetus, Moraxella sp, Acinetobacter sp e Yersinia
enterocolitica do sorotipo 0:9, resultando em reacdes sorologicas cruzadas, o0 que
leva a resultados falso-positivos nos testes sorolégicos para a brucelose #%°.

Estas reacdes cruzadas se devem ao fato da maioria dos testes
sorologicos particularmente aqueles que utilizam suspensdo de bactérias totais
como antigeno, tais como o teste de soro-aglutinagéo lenta (SAL) em tubo; o teste
de Rosa de Bengala, Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e o teste de Fixacdo
do Complemento (FC); a maioria dos ELISAs, o Teste do Anel do Leite (TAL)
foram desenvolvidos para detectar anticorpos imunodominantes contra a cadeia O
do LPS-S *%,

A integridade da cadeia O do LPS da parede celular de Brucella sp esta
diretamente relacionada a invasao das células do hospedeiro, pois confere maior

imunogenicidade as amostras lisas quando comparadas as rugosas **.

5. Patogenia

A Brucella abortus tem como hospedeiro preferencial os bovinos, tendo
inicio a infeccdo quando a bactéria penetra nos animais pelas mucosas oral,
nasal, genital, ocular, ou ainda por pequenos cortes ou abrasfes da pele, sendo
posteriormente encontradas no interior das células do sistema reticuloendotelial
como macréfagos e mondcitos, sendo transportada ao linfonodo regional *.

Se nédo houver a destruicdo das bactérias nos ganglios, elas ganham a
corrente sanguinea, penetram em macrofagos, se multiplicam e dirigem-se para
orgaos ricos em ceélulas do sistema mononuclear fagocitico como baco, figado e

linfonodos supramamarios 3%,



Uma das caracteristicas da infeccdo por Brucella sp € o fato da bactéria
conseguir resistir aos mecanismos de destruicdo das células fagocitarias e
sobreviver dentro de macrofagos por longos periodos. Essa localizagcédo
intracelular € um dos mecanismos de evasdo do sistema imune, pois protege as
brucelas da acéo do complemento e de anticorpos especificos *.

As bactérias do género Brucella, assim como outros patdgenos
intracelulares, necessitam de quatro fatores para garantir seu sucesso Como
microorganismo infeccioso, que séo eles: aderéncia, invasao, estabelecimento e
disseminac&o dentro do hospedeiro *°.

Os orgdos preferidos para colonizagdo das brucelas nos bovinos sao
agueles que possuem maior disponibilidade de elementos necessarios para seu
metabolismo, dentre os quais se destaca o eritritol ou eritrol, um alcool poli-hidrico
de quatro carbonos presente no Utero gravidico, tecidos mamarios,

osteoarticulares e 6rgéos do sistema reprodutivo masculino 34,

6. Sinais clinicos e patoldgicos

A brucelose pode se apresentar de diferentes formas, sendo que as
caracteristicas dos sinais clinicos dependerdao do hospedeiro e replicacdo da
bactéria.

Os bovinos e bubalinos sé@o os hospedeiros preferéncias da B. abortus, e a
manifestacdo clinica nestas espécies se caracteriza por aborto de fetos
prematuros, ocorrendo normalmente em torno do sétimo més de gestacdo. O
aborto quase sempre acontece na primeira gestacdo apos a infeccdo e em
decorréncia do desenvolvimento da imunidade celular, torna-se pouco frequente
na segunda gestacdo e muito raro nas subsequentes. Apdos o primeiro aborto, sdo
mais frequentes a presenca de natimortos e o nascimento de bezerros fracos *.

Além de abortos, pode ocorrer retencdo de placenta, secrecao vaginal, que
pode ser purulenta ou ndo, frequentemente fétida, de coloracdo cinza ou
vermelho-pardo e manifestacéo clinica de infeccdo da glandula maméaria *.

A brucelose nos machos caracteriza-se pela ocorréncia de uma fase
inflamatoéria aguda, seguida de cronificacdo, frequentemente assintomatica. Um
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dos possiveis sinais € a orquite uni ou bilateral, transitéria ou permanente, com
aumento ou diminuicdo do volume dos testiculos. Em outros casos, o testiculo
pode apresentar um aspecto amolecido e cheio de pus. Lesdes articulares

também podem ser observadas *.

7. Resposta imune

As brucelas sao parasitas intracelulares facultativos capazes de se
multiplicar e sobreviver dentro de macrofagos, devido a sua habilidade em
escapar da resposta imune do hospedeiro.

A imunidade contra a Brucella abortus envolve a ativagdo antigeno-
especifica de células T, CD4+ e CD8+, associada & resposta humoral *°.

As respostas desenvolvidas contra infec¢des por patdbgenos potenciais sdo
conhecidas como respostas imunes, podendo ser respostas imunes adaptativas
ou respostas imunes inatas. A imunidade adaptativa € mediada por linfocitos B e
T que reconhecem patdégenos por meio de receptores de alta afinidade,
entretanto, o estabelecimento da imunidade adaptativa é lento, pois depende da
ativacdo de genes, da sintese de proteinas e da proliferacdo das células
envolvidas *'.

A imunidade inata, por sua vez, proporciona mecanismos de defesa mais
rapidos, pois estd sempre pronta a combater uma grande gama de patégenos,
porém nao conduz a uma imunidade duradoura e nao € especifica para nenhum
patogeno individual. O reconhecimento de patdgenos invasores se da por meio de
receptores do tipo Toll, localizados na superficie das células apresentadoras de
antigenos (APCs). A ligacdo do patdgeno a estes receptores induz a producédo de
reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio, citocinas pro-inflamatorias com
regulacdo de moléculas co-estimuladoras que desencadeiam a imunidade
adaptativa 338,

A resposta imune inata representa uma resposta nédo especifica durante o
estagio inicial da infeccdo, com a participacdo de células natural killer (NK),
sistema complemento, fagocitos profissionais (macrofagos) e néo profissionais

(neutrdfilos) *.



No caso da brucelose, a protecdo contra a infeccdo e a eliminacdo da
bactéria do organismo hospedeiro dependera da resposta imune mediada por
células. A imunidade celular é decorrente da interacdo de células fagocitarias,
neutrofilos e macréfagos, com o patégeno e posterior estimulo de células
especificas, linfécitos T helper (Th-CD4) e citotdxicos (CTL-CD8) .

Os linfécitos T reconhecem antigenos especificos através do TcR
(composto por cadeias a/f ou y/d em associacdo com uma molécula co-
receptora, CD4 ou CD8). Este co-receptor ditara a classe das moléculas de
histocompatibilidade principal (MHC) nas células apresentadoras de antigeno as
quais processarao os fragmentos peptideos das proteinas antigénicas que serdo
apresentadas as células T. Células TcR a/f, CD4 reconhecem antigenos através
de MHC de classe Il, enquanto células TcR a/f, CD8 reconhecem antigenos de
MHC de classe |. Os antigenos de Brucella abortus podem ser apresentados aos
linfécitos tanto por MHC de classe | como de classe Il. Os linfécitos Th séo
subdivididos conforme a secrecdo especifica de citocinas em resposta a
estimulacdo antigénica. Os linfécitos Thl sdo conhecidos como células T
inflamatoérias e os Th2 como células auxiliares na producéo de anticorpos. Assim,
0 balanco entre os dois e o perfil das citocinas produzidas determinara se a
resposta imune sera predominantemente celular ou humoral .

Apesar de existirem técnicas capazes de medir a intensidade da resposta
imune celular, estas ndo sdo utilizadas na rotina de diagndéstico da infeccéo pela
Brucella sp por serem complexas e de dificil execucéo *.

A resposta imune humoral também ocorre na infec¢cdo brucélica e a
deteccdo de anticorpos é a base das provas sorologicas de diagnodstico da
enfermidade. Esses anticorpos sao dirigidos contra a cadeia “O” do LPS da

parede celular *.

8. Diagnostico

O diagnadstico clinico da brucelose em bovinos é dificil de ser estabelecido,
devido ao tempo de incubacédo variavel e a auséncia de sinais clinicos nos
animais, a ndo ser o aborto “°. Por esses motivos é necessaria a utilizacdo de
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diagnosticos laboratoriais, seja por métodos indiretos através da deteccdo de
anticorpos contra a Brucella abortus ou por métodos diretos, feito pela
identificacéo do agente *.

Os meétodos diretos incluem o isolamento e a identificacdo do agente,
imunohistoquimica e métodos de deteccao de acidos nucléicos, principalmente a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) *. O isolamento e a identificacdo da B.
abortus a partir de material de aborto (feto, conteudo estomacal de feto, placenta)
ou de secrecdes apresentam resultados muito bons se a colheita e o transporte
da amostra forem bem realizados e se a amostra for processada em laboratdrios
capacitados e com experiéncia. Entretanto, devido ao risco de contaminacdo
humana durante o processamento da amostra, poucos sao os laboratérios que
realizam o exame. *2.

A imunohistoquimica pode ser procedida em material de aborto apds a
fixacdo em formol e permite tanto a identificacdo do agente como a visualizagao
de aspectos microscépicos do tecido examinado *.

Técnicas mais recentes como a PCR que detecta um segmento de DNA
especifico da B. abortus, produzem melhores resultados quando realizadas a
partir de bactérias isoladas em cultivo, porém exigem mao de obra experiente e
equipamentos sofisticados para sua realizacdo °. O sucesso da PCR direta de
material bioldgico (tecido placentario e fetal, sémen, leite, sangue e outros)
depende de mais dados a respeito da escolha da amostra e em quanto tempo o
DNA bacteriano ainda pode ser detectado na amostra selecionada **.

Os métodos indiretos ou soroldgicos para diagnéstico da brucelose visam
demonstrar a presencga de anticorpos contra a Brucella sp nos fluidos corporais.
Estes métodos s&o os mais utilizados quando se trabalha com rebanhos, pois sao
rapidos, de facil execucgdo e baixo custo, além de apresentarem boa sensibilidade
e especificidade. S&o a base da busca da erradicacdo da brucelose, por permitir
tanto 0 monitoramento de propriedades como de regides inteiras .

O conhecimento da dinamica das imunoglobulinas nos diferentes estagios
da resposta imune tem orientado o desenvolvimento de inUmeros testes
sorolégicos. Um teste sorolégico perfeito deveria detectar infecgdo nos estagios

iniciais da doenca, antes da ocorréncia do aborto, e deveria discriminar anticorpos
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de vacinacao e de infeccdo; da mesma maneira, ndo deveria apresentar reacdes
falso-positivas ou falso-negativas *.

As técnicas tradicionais para o diagndéstico sorologico incluem os testes de
aglutinacéo, fixacdo de complemento e ensaios imunoenzimaticos (ELISAs) que
utilizam preparados com células totais, extratos sonicados ou fracbes de LPS,
sendo tanto as proteinas de membrana externa quanto proteinas citoplasmaticas
alvo de pesquisas como ferramentas de diagndstico *4%4243,

A notificacdo obrigatéria da brucelose se mostra na pratica condicionada a
falhas que impedem uma melhor avaliagdo da real condicdo nos rebanhos
acometidos. A subnotificacdo da doenca é um problema que necessita ser
corrigido o quanto antes para que o PNCEBT tenha sucesso nos seus objetivos.

No Brasil, o PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes: Antigeno
acidificado tamponado (AAT), o teste do anel em leite (TAL), 2-mercaptoetanol (2-
ME) juntamente com soro aglutinacdo em tubos (SAT) e a fixagcdo de
complemento (FC). Os dois primeiros como testes de triagem e os ultimos como
confirmatorios, nos quais sao utilizados células inteiras da amostra de Brucella

abortus (1119-3) na preparacéo dos antigenos *.

8.1. Testes de triagem

8.1.1. Teste de soro aglutinacdo com antigeno acidi  ficado tamponado (AAT)

Este teste sorologico € preparado com o antigeno na concentracao de 8%,
tamponado em pH é&cido (3,65) e corado com o Rosa de Bengala. E o teste
utiizado para triagem de rebanhos. A maioria dos soros de animais
bacteriologicamente positivos apresenta reacdo a essa prova. Como podem
ocorrer alguns poucos casos de reacdes falso-positivas em decorréncia da
utilizacdo da vacina B19, sugere-se a confirmacdo por meio de testes de maior
especificidade para se evitar o sacrificio de animais n&o infectados”.

Este teste trata-se de uma analise qualitativa, pois nao indica o titulo de
anticorpos do soro testado. A leitura revela a presenca ou a auséncia de IgG1.
Nas provas classicas de aglutinacdo, reagem tanto anticorpos IgM como IgG,

enquanto gque, nessa prova, reagem somente os isotipos da classe IgG1l. O pH
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acidificado da mistura soro-antigeno inibe a aglutinacdo do antigeno pelas IgM. O
AAT detecta com maior precocidade as infec¢cdes recentes, sendo, nesse

aspecto, superior & prova lenta em tubos *.

8.1.2. Teste do anel em leite (TAL)

O teste do anel do leite foi idealizado para ser aplicado em misturas de leite
de vérios animais, uma vez que a baixa concentracdo celular do antigeno (4%)
torna-o bastante sensivel. SAo mais comumente empregados antigenos corados
com hematoxilina, que da a cor azul caracteristica a reacao positiva. Se existirem
anticorpos no leite, eles se combinardo com as B. abortus do antigeno, formando
uma malha de complexo antigeno-anticorpo que, por sua vez, sera arrastada
pelos globulos de gordura, fazendo com que se forme um anel azulado na
camada de creme do leite (reacdo positiva) *.

Caso nao haja anticorpos presentes na amostragem de leite analisado, o
anel de creme teré a coloracao branca, e a coluna de leite permanecera azulada o
que é indicativo de uma reacado negativa. Este teste € de grande valor ndo so para
deteccdo de rebanhos infectados, mas também para monitorar rebanhos leiteiros
livres de brucelose. Tal prova tem limitacdes, pois podera apresentar resultados
falso-positivos em presenca de leites &acidos, ou provenientes de animais

portadores de mamites ou, ainda, de animais em inicio de lactaco *.

8.2. Testes confirmatdrios
8.2.1. Teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME)

O 2-Mercaptoetanol € uma prova quantitativa seletiva que detecta somente
a presenca de 1gG no soro suspeito, que é a imunoglobulina indicativa de infeccéo
cronica. Este teste deve ser executado sempre em paralelo com a prova lenta em

tubos.
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Este teste tem como principio a degradacédo dos anticorpos da classe IgM,
fazendo com que sua configuracdo pentamérica, se reduza para unidades
monomericas, pela acdo de compostos que contenham radicais tiol. Essas
subunidades ndo dao origem a complexos suficientemente grandes para provocar
aglutinacdo. Desse modo, soros com predominio de IgM apresentam reacdes
negativas nessa prova e reagdes positivas na prova lenta. A interpretacdo dos
resultados é dada pela diferenca entre os titulos dos soros sem tratamento (prova
lenta), frente ao soro tratado com 2-ME.

Os resultados positivos na prova lenta e negativos no 2-ME devem ser
interpretados como reacdes inespecificas ou como devido a anticorpos residuais
de vacinacdo com B19. Resultados positivos em ambas as provas indicam a
presenca de IgG, que séo as aglutininas relacionadas com infec¢do, devendo os

animais ser considerados infectados “.

8.2.2. Teste de soro aglutinacdo em tubos (SAT)

O teste de soro aglutinacdo em tubos é também chamado de prova lenta,
pois a leitura dos resultados so6 é feita apds 48 horas. E a prova soroldgica mais
antiga e ainda hoje bastante empregada, sendo utilizada em associacdo com o
teste do 2-Mercaptoetanol para confirmar resultados positivos em provas de
rotina. E uma prova padronizada frente a um soro padréo internacional, sendo o
resultado expresso em unidades internacionais.

A prova lenta permite identificar uma alta propor¢céo de animais infectados,
porém, costuma apresentar resultados falso-negativos, no caso de infeccao
cronica e, em algumas situacdes, podem aparecer titulos significativos em
animais nao infectados por B. abortus como decorréncia de reacdes cruzadas
com outras bactérias. Em animais vacinados com B19 acima de 8 meses, uma
proporcao importante deles pode apresentar titulos de anticorpos para essa prova

por um longo tempo, ou permanentemente *.
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8.2.3. Fixacdo de Complemento (FC)

O teste de fixacdo de complemento € um teste diagnostico mundialmente
utilizado e aceito como teste confirmatorio, ele tem sido empregado em diversos
paises que conseguiram erradicar a brucelose ou estdo em fase de erradica-la. E
o teste de referéncia recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) para o transito internacional de animais.

Na brucelose bovina, apesar de a FC detectar tanto IgG1l como IgM, o
isotipo 1gG1 é muito mais efetivo como fixador do complemento. Animais
infectados permanecem positivos por periodos mais longos e com titulos de
anticorpos fixadores de complemento mais elevados do que os detectados nas
provas de aglutinacdo. Em animais vacinados acima de 8 meses de idade, os
anticorpos que fixam complemento desaparecem mais rapidamente do que os
aglutinantes **4.

Caso o soro do animal apresente o anticorpo correspondente a infeccéo, o
complemento sera fixado ao complexo antigeno-anticorpo especifico. Porém se o
soro ndo contiver anticorpos especificos, o complemento permanecerd livre. O
indicador é uma suspensao de 3% de células sanguineas vermelhas de ovelha
(SRBC) sensibilizadas com um volume igual de soro de coelho anti-SRBC
(hemolisina), preparada numa diluicAo previamente determinada contendo 5
vezes a concentracdo minima de hemolisina requerida para producéo de 100% de
lise das SRBC. Com a adicdo das SRBC sensibilizadas o sistema hemolitico se
completara e ocorrera hemolise. Ao contrario, se o0 complemento tiver sido ligado
ao complexo antigeno-anticorpo ndo ocorrera hemdlise, pois nao havera
complemento livre para se ligar com os eritrcitos sensibilizados **.

O grau de hemolise é comparado com o padréo de 0, 25, 50, 75 e 100% de
lise. Os resultados sao expressos em ICFTU (Unidade Internacional do Teste de
Fixacdo do Complemento), calculados em relacdo aqueles obtidos na titulacao
paralela com um soro padrdo calibrado, o qual contém 1000 ICFTU. Em geral,
reacdo de fixacdo com titulacdo equivalente ou maior que 20 ICFTU, sera

considerado positivo **.
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Apesar de ser um teste altamente sensivel, alguns fatores desfavorecem
sua realizacdo, pois € um teste trabalhoso e complexo, que exige laboratorios
bem equipado e uma equipe técnica treinada para realizacdo das titulacbes e

manutencdo dos reagentes.

8.3. Outros métodos de diagnéstico

Novos meétodos de diagnostico também podem ser utilizados como

ferramenta auxiliar no diagndstico da brucelose bovina, tais como:

8.3.1. Teste de imunoadsorcao enzimatica (ELISA) in  direto (i-ELISA)

Neste teste emprega-se como antigeno o LPS de B. abortus aderido em
microplacas de 96 pocos. Como conjugado utiliza-se anticorpo monoclonal anti-
IgG1 bovina conjugado com a peroxidase, e para revelar a reagcéo, substratos
cromogenos. Quanto maior a producédo de cor, mais positiva é a reacdo. Varios i-
ELISA comerciais estdo disponiveis e tém sido amplamente utilizados em testes
extensivos de campo. Soros de referéncia, positivo e negativo, foram
padronizados pela OIE (OIE ELISA) e tém sido utilizados por laboratérios
nacionais de referéncia para checar ou calibrar o teste *.

O i-ELISA é um teste altamente sensivel, porém nédo é capaz de diferenciar
anticorpos resultantes de vacinagcdo com vacina B19 daqueles induzidos por

cepas patogénicas “.

8.3.2. Teste de ELISA competitivo (c-ELISA)

Neste teste também emprega-se como antigeno o LPS de B. abortus
aderido em placas de 96 pocos. Havera uma competicdo pelo antigeno entre os
anticorpos presentes no soro e o anticorpo monoclonal adicionado a esse no
momento do teste. Um conjugado peroxidase-anti IgG é utilizado para detectar o
anticorpo monoclonal ligado ao antigeno da placa. Quanto maior for a quantidade
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de anticorpos provenientes da infeccdo brucélica presente no soro, menor a
intensidade de cor desenvolvida apés a adicdo do cromégeno. Os soros
padronizados pela OIE ELISA devem ser utilizados por laboratérios nacionais de

referéncia, para checar e calibrar o método *°.

8.3.3. Teste de Polarizagéo de Fluorescéncia (FPA)

O teste de polarizacdo de fluorescéncia tem apresentado resultados
satisfatorios relatados em literatura. E uma técnica simples e rapida que mensura
a interacdo antigeno-anticorpo, podendo ser realizada em laboratérios ou a

45

campo, em soro e leite A prova fundamenta-se na comparacdao das

velocidades dos movimentos aleatorios das moléculas em solugdo. O tamanho
molecular € o principal fator que influencia a velocidade de rotacdo de uma
molécula, sendo inversamente proporcional a ela.

O antigeno utilizado no teste é preparado com um fragmento de baixo peso
molecular (média de 22kDa) da cadeia “O” do LPS de B. abortus conjugado com o
isotiocianato de fluoresceina *°. Havendo anticorpos no soro, havera a formacao
do complexo anticorpo-antigeno conjugado, cuja velocidade de rotacdo sera
inferior a do antigeno conjugado isolado. Determina-se a velocidade de rotacdo
das moléculas com o auxilio de um equipamento de iluminacéo por luz polarizada.
Com o uso de controles e de soro pré-titulado, € possivel calcular a quantidade de

anticorpos presente no soro testado *#°.

9. Vacinas contra brucelose bovina

Desde a identificacdo do agente etiologico da brucelose, varios
pesquisadores tém procurado desenvolver vacinas que sejam protetoras e que
ndo interfiram no diagnostico da doenca. A vacinagdo de animais tem como
principal objetivo reduzir a taxa de infeccdo em zonas de prevaléncia elevada e

obter rebanhos resistentes a doenca, visando sua erradicacéo .
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Em decorréncia das pesquisas, vem sendo desenvolvido um grande
namero de vacinas vivas atenuadas, mortas, de subunidades, recombinantes e de
DNA. Muitas dessas vacinas mostraram-se pouco protetoras, como as vacinas
mortas, ou ainda estdo em fases de testes, como as vacinas de subunidades,
recombinantes e de DNA. As vacinas vivas atenuadas sao aquelas que
efetivamente foram e ainda sao utilizadas nos programas de controle da
brucelose. Duas delas, recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE), sdo as mais empregadas: a B19 e a vacina nao indutora de
anticorpos aglutinantes (amostra RB51). Ambas sé&o boas indutoras de imunidade
celular *.

A vacina B19, também chamada de anabortina, é produzida com amostra
de B. abortus lisa, que foi isolada do leite de uma vaca Jersey em 1923. Depois
de acidentalmente esquecida por mais de um ano a temperatura ambiente, a
amostra perdeu a viruléncia e desde a década de 1930 tem sido utilizada como
vacina *.

A B19 é uma vacina estavel, as bactérias que a compde néo se multiplicam
em presenca do eritritol e causam minimas reacoes locais e sistémicas apos sua
inoculacéo 2°. Estimula o sistema imune do animal vacinado a resistir a doenca,
produzindo anticorpos especificos contra a cadeia O do LPS liso da parede
celular da B. abortus. Normalmente um animal vacinado sera resistente a doenca
por um periodo extenso de tempo (anos), porém o0s anticorpos detectaveis
desaparecerdo em poucos meses “°.

A persisténcia desses anticorpos esta relacionada com a idade de
vacinacdo, pois a vacina B19 é atenuada para fémeas bovinas e bubalinas
vacinadas entre trés e oito meses de idade podendo ser perigosa para machos de
quaisquer espécies, incluindo o homem, devido a viruléncia residual que
conserva. Caso ocorra a vacinagdo de machos com a B19, estes animais irdo
permanecer com titulos vacinais por toda a vida, além de existir a possibilidade de
desenvolverem orquite. Se as fémeas forem vacinadas com idade superior a oito
meses, havera grande probabilidade de producdo de anticorpos que perdurem e
interfiram no diagndstico da doenca ap6s os 24 meses de idade. Quando a

vacinacdo ocorre até os oito meses de idade, tais anticorpos desaparecem
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rapidamente, e 0s animais acima de 24 meses sao totalmente negativos nas
provas soroldgicas *®.

Essa vacina foi empregada em varios paises que erradicaram a doenca
como, por exemplo, Australia, Canada, Dinamarca, Inglaterra, Holanda, Suécia,
entre outros. Foi também a vacina utilizada no programa de controle nos EUA até
a primeira metade da década de 1990. No Brasil, € a vacina obrigatoria para
bezerras com idade entre 3 e 8 meses “.

O fato da vacina B19 induzir a producédo de anticorpos contra a cadeia O
do LPS liso da parede celular das brucelas, e isso interferir com o diagndstico
soroldgico, estimulou a procura por mutantes rugosas, livres da cadeia O,
estaveis, e atenuadas o suficiente para produzir colonizacdo do hospedeiro por
algumas semanas, provocando resposta imune duradoura &,

A vacina RB51 é uma estirpe mutante criada a partir da B. abortus 2308,
apos sucessivas passagens em meios contendo concentragcées subinibitorias de
rifampicina, o que resultou na perda da cadeia O do LPS, n&do havendo assim a
inducdo de anticorpos normalmente detectados nos testes soroldgicos
convencionais. Esta estirpe apresenta caracteristicas de protecdo semelhantes a
estirpe B19, gerando resposta imune celular e humoral, porém nado induz a
formagdo de anticorpos anti-LPS liso, ndo interferindo assim, no diagndstico
sorolégico convencional da doenca *'.

Vacas adultas, prenhes ou nao, vacinadas com vacina RB51 nao
apresentam soroconversdo frente aos testes soroldgicos convencionais. A
revacinacdo nado altera a condicdo soroldgica (negativo), mesmo quando se
utilizam multiplas doses de RB51 nesses animais 2.

Atualmente, a vacina ndo indutora de anticorpos aglutinantes (amostra
RB51) é a vacina oficial do programa de controle de brucelose dos EUA, do
México e do Chile. Também esta aprovada em outros paises onde vem sendo
utilizada. No Brasil, sera empregada para a vacinacdo estratégica de fémeas

adultas *.
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10. Descoberta de novos alvos bioldgicos para diagn ostico e vacina

Dentre as tecnologias utilizadas para descoberta de novos alvos biolégicos
para diagnostico e vacina existem diversas metodologias destinadas ao
desenvolvimento de técnicas para avaliacdo de biomarcadores.

Desta forma, o emprego de ferramentas da gendmica e protebmica esta
contribuindo para descobertas de novos antigenos vacinais, para diagnéstico ou
prognostico bem como na identificacdo de alvos de resisténcia e suscetibilidade a
drogas. Para biotecnologia moderna a descoberta destes novos alvos antigénicos
bem como de potenciais adjuvantes vacinais € uma das principais estratégias que
vem sendo utilizada.

Dentre as metodologias utilizadas neste trabalho daremos enfoque na

tecnologia de phage display e desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

10.1. Phage Display

A tecnologia de Phage Display ou exposicdo de biomoléculas em fagos é
uma técnica eficiente para identificar peptideos ou proteinas que se ligam a outras
moléculas com diversas finalidades, como mapeamento de epitopos reconhecidos
por anticorpos. A tecnologia é baseada no principio de que polipeptideos podem
ser expressos na superficie de bacteriofagos filamentosos pela insercdo de um
segmento de DNA codificante no genoma dos mesmos, de modo que o peptideo
ou proteina expressado fique exposto na superficie da particula viral fusionado a
uma proteina endégena 3.

A possibilidade de expressdo de uma proteina de fusdo no capsideo de
bacteri6fagos, de maneira acessivel ao reconhecimento por um ligante,
demonstrada em 1985 por Smith, ao conseguir a expressdo da enzima de
restricdo EcoRI através da fusdo com a proteina trés (plll) do capsideo do fago,
abriu caminho para a construcao de bibliotecas conformacionais apresentadas na
superficie destas particulas virais “%, um bacteriéfago que infecta uma variedade
de bactérias Gram-negativas, frequentemente a Escherichia coli do género

masculino usando o pilus sexual como receptor *°.
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As particulas de fagos filamentosos (linhagens M13, f1 e fd), que infectam
E. coli via pilus F consistem de um DNA de fita simples incluso em uma capsula
protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVIl, pVIll e pIX) (Figura 1).
Destas cinco proteinas existem aproximadamente 2.800 coOpias da proteina gene
8 (g8 ou pVIll, uma proteina de 50 residuos de aminoacidos) e 3 a 5 copias da
proteina gene 3 (g3 ou plll, proteina de 406 aminoacidos) *°.

O pIII 42609 Da pIX 3681 Da
s pVI 12350 Da == pVII 3630 Da
== pVIII 5240 Da —— ssDNA 6408 Da

Figura 1: Esquema representativo de um bacteriéfago filamentoso *.

Neste sistema, 0 gene codificador do peptideo ou proteina de interesse é
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capsula protéica
do fago >3, Assim, geralmente o peptideo é expresso na extremidade N-terminal
da plll ou pVIIl. A plll esta relacionada com a infectividade do fago pela ligacao ao
pilus f da célula bacteriana e apresenta trés dominios (D1, D2 e D3) separados
por residuos de glicina. Devido a baixa representatividade da plll em relacdo a
pVIIl as bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na plll sdo mais indicadas
para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas com as
bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na pVIIl %2,

Uma das vantagens do uso do bacteriéfago é que eles ndo geram uma
infeccéo litica em Escherichia coli, mas preferencialmente induzem um estado no
qual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago sem sofrer lise.

A infeccao é iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao pilus f de E. coli
do género masculino. Somente o DNA de fita simples e circular do fago penetra
na bactéria onde € convertido pela maquinaria de replicacdo do DNA bacteriano
em uma forma replicativa de plasmideo de fita dupla. Esta forma replicativa sofre

constantes replicacdes do DNA circular para gerar DNA de fita simples e ainda
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servir como molde para expressao das proteinas do fago plll e pVIIl. A progénie
do fago é montada por empacotamento do DNA de fita simples em capsideos
protéicos e expulsa da bactéria através da membrana para o meio extracelular >*.

Porém a vantagem crucial dessa tecnologia estd na ligacdo direta que
existe entre o fendtipo experimental e o gendtipo encapsulado, mostrando a
evolucao dos ligantes selecionados até moléculas otimizadas >*.

Bibliotecas de peptideos geradas por phage display sdo extensivamente
aplicadas na descoberta de uma grande variedade de polipeptideos incluindo
anticorpos, receptores, horménios, inibidores de proteases, enzimas e proteinas
% Epitopos ou determinantes antigénicos (regifes de reconhecimento do
antigeno pelos anticorpos), também podem ser identificados através desta
metodologia de apresentacdo de peptideos em fagos, a qual tem sido
extremamente importante para a identificagéo e caracterizacdo de novos ligantes
de alta afinidade e seus receptores de uma infinidade de enfermidades, incluindo
cancer, doencas infecciosas, cardiovasculares e auto-imunes *°.

As bibliotecas de peptideos randémicos compreendem um vasto numero
de peptideos de um dado tamanho (10-10%), onde suas sequéncias sdo geradas
aleatoriamente por uma variedade de residuos de aminoacidos em cada posicgéao.
Os peptideos expressos, em forma linear ou circular, sdo capazes de mimetizar
estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos. A construcao
dessas bibliotecas € feita principalmente pela insercdo de oligonucleotideos
degenerados aleatoriamente sintetizados quimicamente no gene que codifica a
proteina do capsideo **. Essas bibliotecas podem ser adquiridas comercialmente
0 que garante melhor a manutencao da variabilidade.

A selecdo de sequéncias baseada na afinidade de ligacdo do fago a uma
molécula alvo é feita por um processo de selecao in vitro denominado biopanning
>’ O biopanning é realizado pela incubacéo da biblioteca de peptideos expostos
em fagos contra o alvo. O alvo é imobilizado em um suporte sélido que pode ser
placas de ELISA, microesferas magnéticas ou de afinidade, resinas e
membranas. Os fagos nao ligantes ao alvo sao eliminados por lavagens
sucessivas e os fagos especificos permanecem ligados para posterior eluigdo. O

pool de fagos especificos € amplificado para os ciclos posteriores de selecao

22



biolégica ou biopanning (ciclos de ligacdo, eluicdo e amplificacdo) para o
enriguecimento do conjunto de fagos com sequéncias especificas contra o alvo.
ApoOs trés ou quatro passagens os clones individuais sdo caracterizados por
sequenciamento de DNA, western blotting ou ELISA “*®. Para melhor entender o

7

processo de selecdo € apresentado na Figura 2 um esquema ilustrativo do
processo de biopanning.

A tecnologia de phage display tem apresentado grande impacto na
imunologia, biologia celular, descoberta de medicamentos e outros farmacos *®

A selecdo de peptideos por afinidade biologica através da utilizacdo de
bibliotecas randémicas de peptideos revela frequentemente ligantes inesperados
gue nao se alinham em epitopos lineares e também ndo apresentam sequéncias
conhecidas. Isto ocorre principalmente quando os epitopos naturais do receptor
sdo de origem nao protéica, descontinuos ou mesmo proteinas dependentes de

conformacéo °°

‘ i ‘ | ll.l“ ii rlll ®
Biblioteca de fagos \
Y ilﬂla ! ‘
9y WL 1,11 il 1111

Sequenciamento

/a'

1 1l
i)

e R SN

Titulagao Amplificagdo dos Imobilizagdao do alvo
fagos em E. coli e adicao da biblioteca

\‘ 2; Lavagem 1 ﬂ
r\@ Yo% < Wy ;

E. coli ER2738 Fagos de interesse Ligagédo dos
fagos ao alvo

3X

Figura 2: Esquema representativo do processo de Biopanning. Imobilizacdo do alvo e adi¢do da
biblioteca de fagos, retirada dos fagos nédo ligados por lavagens sucessivas, eluicdo dos fagos
ligados e infecgdo em E. coli ER2738, titulagdo, amplificacao dos fagos eluidos e sequenciamento
da populacdo de fagos com maior afinidade pelo alvo (Autoria prépria).
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O termo mimetopos refere-se a pequenos peptideos que se ligam
especificamente a um sitio de ligacdo do receptor e que mimetizam o epitopo
natural sem apresentar similaridade com a sequéncia natural de aminoacidos do
alvo natural. Esta definicdo também abrange os casos em que o ligante natural
nao seja proteinas. Mimetopos sdo usualmente de pouco valor para o
mapeamento de epitopos naturais, mas apresentam importantes aplicacdes na
pesquisa de vacinas.

Em 1994, foi demonstrado que a mimeticidade de epitopos descontinuos
era possivel para peptideos mimetopos. Este aspecto foi de crucial importancia,
uma vez que a maioria dos anticorpos reconhece e se liga aos epitopos
descontinuos (epitopos conformacionais) *°. Desta forma, mimetopos podem ser
identificados sem informacao prévia a respeito da especificidade dos anticorpos
57,60.

O aspecto referente a conformacao dos peptideos foi de crucial importancia
pelo desenvolvimento de bibliotecas constritas (conformacionais). Os residuos
constantes foram incluidos nas bibliotecas randdémicas, sendo frequentemente
residuos de cisteinas, provocando nos peptideos de toda a biblioteca uma dobra.
Bibliotecas constritas apresentam uma estrutura com maior estabilidade e maior
propensao para interagir com a molécula alvo °*.

Quando o receptor utilizado para uma selecdo por afinidade € um
anticorpo, os peptideos selecionados a partir de bibliotecas de peptideos
randémicos sdo chamados miméticos antigénicos dos epitopos naturais
correspondentes ao determinante antigénico que provoca a selecdo especifica.
Quando esses peptideos sdo usados para imunizar animais naive, alguns sdo
capazes de gerar novos anticorpos que apresentam reatividade cruzada com o
epitopo natural, mesmo sem nunca haver contato prévio direto com o alvo °%%.
Tais peptideos sdo considerados miméticos imunogénicos bem como miméticos
antigénicos.

A possibilidade do uso de peptideos obtidos através do mapeamento de
epitopos apresenta grande potencial para a confeccdo de vacinas sintéticas.

Somente miméticos antigénicos e que também sdo miméticos imunogénicos
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apresentam potencial vacinal por serem protetores e capazes de gerar anticorpos
reativos a um epitopo natural no patégeno .

A tecnologia de phage display tem sido utilizada por pesquisadores para o
desenvolvimento de vacinas contra muitas doencas. Os anticorpos tém sido
encontrados ap6s a vacinagdo com mimetopos em Vvarios estudos: HIV-1 °°,
hepatite viral do tipo B e C °’, doenca de Alzheimer ®, imunoterapias de alergias
69.70 "entre outros.

Uma especial aplicacdo desta metodologia para animais de médio porte foi
realizada por Manoutcharian e colaboradores, onde utilizou-se pela primeira vez
fagos recombinantes como vacinas em suinos e verificou a capacidade de
inducdo de resposta imune por fagos contendo peptideos recombinantes da
Taenia solium, agente causador da cisticercose em humanos “*. Estes trabalhos
demonstram que o perfil antigénico completo de um organismo pode ser obtido
através de selecdes de bibliotecas de peptideos expressos em fagos e revelam o
potencial da utilizacao de fagos expressando epitopos como vacinas.

A identificacdo e caracterizacdo de epitopos capazes de induzir uma
resposta imunologica e protetora contra a Brucella abortus possibilitam a
utilizacdo de peptideos recombinantes ou mesmo sintetizados quimicamente

objetivando fins vacinais e diagndsticos.

10.2. Biossensores

Um biossensor ou sensor biolégico é um dispositivo analitico que contém
um material bioldgico sensivel imobilizado e um transdutor, para produzir um sinal
quantitativo, proporcional & concentracdo do analito em questdo 2. Biossensores
apresentam trés componentes distintos:

* Um elemento bio-reconhecedor, para detectar analito(s) de interesse.
Podendo ser organelas celulares, tecido animal ou vegetal, microrganismos,
células, enzimas, antigenos, anticorpos, fragmentos de DNA *7#;

* Um elemento transdutor para converter a interacdo das biomoléculas
(anticorpo e antigeno) em um sinal quantificavel ">’’. Os transdutores podem ser
8 amperométricos ° e

25

classificados como eletroquimicos (potenciométricos



! opticos 2, piezoelétricos 23 e

condutimétricos ®°), térmicos ou calorimétricos ®
baseados em superficie ressonante de plasma .
* Um sistema de deteccdo para analise dos dados obtidos pelo transdutor,

dispostos em graficos ou dados numéricos.

Os sensores biolégicos contribuem para o estabelecimento das técnicas
analiticas, representando uma nova ferramenta para determinacédo de analitos no
sangue (glicose, uréia, lactato, colesterol, DNA, antigenos, anticorpos), screening
de bibliotecas de cDNA (DNA complementar), monitoramento ambiental, analise

em alimentos e determinacao seletiva de doencas.

Interagdo com o analito
gt}
Analito

Camada de pu. K N N
reconhecimento L

Figura 3: Esquema geral de um biossensor (Autoria prépria).

Sinal
elétrico
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Capitulo Il

MIMETOPOS IMUNODOMINANTES ASSOCIADOS A RESPOSTA
HUMORAL DE BOVINOS INFECTADOS COM Brucella abortus E
APLICACOES DIAGNOSTICAS E VACINAIS
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Resumo

A brucelose bovina € uma doenca com grande impacto na producdo animal e de
repercussdo na saude humana. Estimativas mostram que a brucelose é
responsavel pela diminuicdo na producado de leite e de carne e pela reducdo da
producdo de bezerros. Apesar de testes diagnosticos oficiais e sensiveis serem
utilizados, ainda ndo se tem um teste sorolégico ideal para todas as situacdes
epidemiologicas, pois sdo trabalhosos, complexos e de alto custo. Em relagéo as
vacinas, buscam-se formulagdes vacinais protetoras diversas e que nao interfiram
no diagnéstico, mas somente as vacinas vivas atenuadas sao efetivamente
utilizadas nos programas de controle da brucelose. Neste trabalho, peptideos
recombinantes foram selecionados pela técnica de phage display, apdés trés ciclos
de selecédo, utilizando uma biblioteca comercial Ph.D.-C7C contra anticorpos
policlonais de animais positivos para brucelose. Nove clones foram selecionados,
sequenciados, traduzidos. Dois peptideos foram sintetizados quimicamente e
verificamos suas potenciais aplicacdes diagndsticas e vacinais. Os peptideos
foram testados por ELISA com 80 soros positivos e negativos, e apresentaram
uma sensibilidade de até 97,5% na deteccdo de anticorpos circulantes de animais
com brucelose. Visando aplicacdo diagnéstica, o peptideo Ba9 foi imobilizado
sobre um eletrodo de grafite modificado com poli (3-HFA) e medidas voltamétricas
foram realizadas na presenca de soro positivo e negativo, que mostraram ser
altamente efetivo para discriminar animais doentes, resultando em uma técnica
simples, rapida e reprodutivel podendo futuramente ser realizada em laboratorios
ou em campo. Quanto aos ensaios vacinais em camundongos imunizados com
extratos protéicos e a bactéria irradiada, demonstrou-se que as formulacdes
vacinais com os peptideos induziram uma resposta imune celular baseada na
producdo de TNFa, bem como uma resposta humoral com altos niveis de IgG2a e
IgG1, sugerindo um provavel efeito protetor, o que deve ser comprovado com
infeccdo ativa em ensaios bioldgicos posteriores.

Palavras-chave: Brucelose, diagndéstico, biossensores, vacinas, peptideos, phage

display.
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1. Introducéo

A brucelose € uma doenca bacteriana de carater cronico, caracterizada
pela infeccdo das células do sistema mononuclear fagocitario, causada por
bactéria intracelular facultativa, a Brucella abortus. Ela tem capacidade de se ligar
a linfocitos, um fator de viruléncia essencial para o acesso aos linfonodos e

tecidos 2.

Dois fatores determinam a importancia da brucelose: a perda na
producdo animal e a repercussdo da infeccdo sobre a satde humana %%, As
perdas animais diretas sdo decorrentes dos abortos e periodo de esterilidade
temporaria, responsaveis pelas quedas nas taxas de natalidade, aumento do
intervalo entre partos, nascimentos prematuros, esterilidade, diminuicdo da
producéo de leite, morte de bezerros e interrupcéo de linhagens genéticas "
Portanto, a justificativa para este estudo foi baseada na grande importancia
econbmica e veterinaria da doenca, uma vez que quando se detecta um animal

4, acarretando enormes

infectado, este é imediatamente isolado e sacrificado
prejuizos aos produtores. Isto implica que a infeccdo subclinica e o diagnostico
tardio favorecem a falha no controle da cadeia de transmissdo da bactéria,
subestimando a verdadeira prevaléncia da bactéria no rebanho.

O diagnadstico clinico da brucelose em bovinos é dificil de ser estabelecido,
devido ao tempo de incubacdo variavel e a auséncia de sinais clinicos nos
animais, a ndo ser o aborto “°. Por esses motivos é necessaria a utilizacdo de
diagnoésticos laboratoriais, seja por métodos indiretos através da deteccdo de
anticorpos contra a Brucella abortus ou por métodos diretos, feito pela
identificacéo do agente “.

Devido as exigéncias para o cultivo da Brucella, baixa sensibilidade e longo
tempo requerido para o isolamento e identificacdo microbiolégica, o diagndstico
da brucelose é baseado principalmente em métodos sorolégicos 4?4886,

Diversas provas sorolégicas sdo utilizadas para identificar os animais
infectados. Os principais testes sorolégicos sdo baseados na deteccdo de
anticorpos contra o antigeno LPS, direcionados principalmente contra o epitopo
imunodominante PS-O de cepas lisas de Brucella *°. Apesar do LPS provocar

uma forte resposta humoral, as preparagdes antigénicas obtidas a partir de LPS
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possuem algumas desvantagens como as reacdes falso-positivas ocasionadas
pela reatividade cruzada com LPS de outras bactérias e reacdes falso-negativas
devido ao efeito pré-zona ',

As técnicas tradicionais para o diagnostico sorologico utilizam preparacdes
com células totais, extratos sonicados ou fragcbes de LPS, sendo que proteinas de
membrana externa e citoplasmaticas sdo alvos de pesquisas como ferramentas

940428  Estas preparacBes antigénicas sdo frequentemente

de diagnostico
obtidas a partir de cepas lisas de B. abortus ricas em LPS %,

Em geral todos os ensaios de deteccdo de anticorpos sao baseados em
antigenos inteiros com mudltiplos epitopos, que mostram uma alta sensibilidade,
porém necessitam da manipulacdo da Brucella. Epitopos Unicos raramente sao
utilizados como marcadores por causa da dificuldade na selecdo de motivos
comuns que sejam amplamente reconhecidos na resposta imunoldgica dos
animais.

As vacinas para brucelose também necessitam da manipulacdo da
Brucella, pois sdo produzidas com as bactérias vivas atenuadas, sendo estas as
gue efetivamente foram e ainda s&o utilizadas nos programas de controle da
brucelose. Varios pesquisadores tém procurado desenvolver vacinas que sejam
protetoras e que nao interfiram no diagndstico da doenga, o que atualmente € um
grande problema. Em decorréncia das pesquisas, vem sendo desenvolvido um
grande numero de vacinas vivas atenuadas, mortas, de subunidades,
recombinantes e de DNA. Muitas dessas vacinas mostraram-se pouco protetoras,
como as vacinas mortas, ou ainda estdo em fases de testes, como as vacinas de
subunidades, recombinantes e de DNA.

No entanto, o desenvolvimento de novos epitopos dominantes para
utilizacdo em diagnosticos e como componentes vacinais tornou-se possivel com
a utilizacdo da tecnologia de phage display “®, especialmente porque os
mimetopos selecionados imitam os principais determinantes antigénicos naturais
que sao originados da resposta imune dos proprios animais. Este tipo de selecdo
favorece os motivos altamente reativos, devido a sua estrutura otimizada ou

propriedades funcionais *°. Assim, sequéncias peptidicas curtas e estaveis que
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possuem forte ligacdo aos anticorpos, receptores ou proteinas podem apresentar
potenciais aplicaces em diagndsticos e vacinas %%,

Portanto, neste estudo, nds selecionamos peptideos utilizando a técnica de
phage display contra anticorpos policlonais de animais doentes com brucelose,
com o intuito de selecionar epitopos eficazes na deteccdo de anticorpos em
bovinos contra Brucella abortus, excluindo a manipulacdo da bactéria.
Propusemos também um bioeletrodo conjugado com o epitopo selecionado para
detectar anticorpos no soro total por eletroquimica, que pode se tornar a base de
novos biossensores. Esta técnica baseia-se na resposta especifica a deteccéo de
anticorpos-epitopo, que pode ser usado em condi¢cdes de campo devido a sua
flexibilidade, facilidade, resisténcia e baixo custo, podendo ser utilizado no
mercado nacional e internacional, tornando o diagnéstico mais rapido e preciso.
Por fim, caraceterizamos o comportamento dos peptideos em ensaios vacinais

em camundongos, para determinar seu potencial vacinal na brucelose bovina.
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2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo das amostras de soro

As amostras de soro utilizadas neste trabalho foram gentilmente fornecidas
pelo Laboratorio de Analise e Diagnostico Veterinario — LABVET da Agrodefesa
de Goids e pelo Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), em Minas Gerais.

Para a realizacao da selecédo dos peptideos recombinantes foram utilizados
0s soros provenientes de Goias, ja as validacbes dos mesmos foram feitas com
soros de animais de Goias e Minas Gerais.

O grupo de animais positivos utilizados no biopanning foi constituido por
vacas soropositivas, das racas Holandesa, Jersey e Mestica com idade acima de
36 meses, vacinadas com a vacina B19, provenientes do Estado de Goias, Brasil.

O grupo de animais negativos foi constituido por vacas soronegativas, da
raca Mestica com idade acima de 36 meses, contendo vacas vacinadas com a
vacina B19 e ndo vacinadas, provenientes do Estado de Goias, Brasil.

Todos os soros do grupo de animais positivos foram positivos para os
testes classicos de diagndsticos, como o teste rosa bengala (RBT) ou teste de
soro aglutinagdo em tubos com agente redutor 2-mercaptoetanol (SAT/2ME), ja o

grupo de animais negativos ambos os testes realizados foram negativos.

2.2. Obtencao das amostras protéicas

As amostras de Brucella abortus cepa 2308 utilizadas neste trabalho foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Andrey Pereira Lage da Universidade Federal
de Minas Gerais — UFMG. As bactérias foram irradiadas com os seguintes
parametros: 14KGY, distancia: 20cm, tempo: 209 minutos, taxa dose: 4.015 GY/h,
no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear —- CDTN/UFMG.

Os peptideos sintéticos utilizados foram obtidos por uma selecao bioldgica
por meio da técnica de phage display descrita no capitulo anterior. Os ensaios
que serdo apresentados foram realizados utilizando apenas os peptideos Ba4
BSA e Ba9 BSA.
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2.3. Acoplamento das IgGs nas microesferas proteina G

A purificacdo de IgGs a partir do soro de bovinos com e sem brucelose foi
realizada utilizando microesferas magnéticas (beads magnéticos) conjugadas a
proteina G (Dynabeads - Invitrogen) como plataforma, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Cada 2x10° particulas das beads (100pL do estoque), foram lavadas trés
vezes com tampao MES (0,1M pH 5,0) para ativacao das microesferas, adicionou-
se em dois tubos distintos 100uL de pool de amostras soropositivas e
soronegativas para brucelose, seguida de incubacé&o por 40 minutos sob agitacéo
a temperatura ambiente (T.A). As microesferas adsorvidas com anticorpos foram,
entdo, lavadas novamente trés vezes com tampao MES (0,1M pH 5,0) com a
finalidade de retirar os anticorpos nao ligantes.

Para realizar a ligacdo covalente entre a microesfera e os anticorpos, 0
sistema beads-anticorpo foi lavado duas vezes com 1mL de tampéo
trietanolamina (0,2M pH 8,2) e, ressuspendido em 1mL de tampé&o de ligacao
covalente (20mM de dimetil pimelinidato x 2HCI| em tampao trietanolamina) por 30
minutos sob agitacdo a T.A. A neutralizacdo da reacdo da ligacdo covalente foi
feita pela incubacéo do sistema beads-anticorpos em 1mL de tampéao Tris (50mM
pH 7,5) por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as microesferas
foram lavadas com TBS-T 0,1% de tween e bloqueadas por 1 hora a 37C com a
solucéo de bloqueio (5% de BSA em TBS-T 0,05% de tween) e ressuspendidas
em 200uL de TBS.

Para certificar o acoplamento, 5ul das beads contendo IgG, dos dois
grupos, foram incubados por 1 hora a 37C com anti- IgG bovina HRP (VH + VL
da Sigma) diluido na proporgcéo 1:5000 em solucédo de bloqueio e com anti-lgY
HRP na propor¢éo 1:5000 para o controle da reagdo. Apés a incubacao, as beads
foram lavadas 3 vezes com TBS-T 0,1% e reveladas com substrato de
tetrametilbenzidina (TMB). A reacado foi interrompida com &cido sulfarico 2N e
efetuada a leitura a 450nm em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA).
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2.4. Selecédo dos Peptideos Recombinantes

2.4.1. Biopanning (Selecao de fagos)

Foram utilizadas 10pL (1x10™ particulas virais) de uma biblioteca
randémica de peptideos fusionados em fagos (Ph.D.-C7C da NEW ENGLAND
BioLabs®Inc.), diluida em 190uL de TBS-T 0,1% para a selecdo de ligantes as IgG
dos animais com e sem brucelose. A biblioteca utilizada € composta por 7
aminoéacidos randémicos expresso na regiao da plll do bacteriéfago, os quais séo
flanqueados por um par de residuos de cisteina, que quando oxidados durante a
montagem do fago formam uma ligacéo dissulfeto.

A selecdo foi realizada com 20uL das microesferas de proteina G
acopladas com 1IgGs dos diferentes grupos (animais soropositivos e
soronegativos). Foi feita inicialmente uma selecdo negativa, na qual a biblioteca
de phage display foi incubada, por 30 minutos a T.A com as microesferas
acopladas com IgGs de animais soronegativos para brucelose, em seguida, as
microesferas foram precipitadas, utilizando um suporte magnético e o
sobrenadante foi transferido para um tubo contendo microesferas acopladas com
IgGs dos animais soropositivos para brucelose, este foi incubado por 30 minutos a
T.A. Posteriormente, as microesferas foram precipitadas e o sobrenadante
descartado, as beads foram lavadas 3 vezes com TBS-T 0,1% e em seguida foi
feita uma eluicdo negativa utilizando a vacina comercial B19 (Vallée). Em 150uL
de tampao TBS-T 0,1% foram adicionados 50uL da vacina e incubados por 30
minutos a T.A. Posteriormente, precipitou as microesferas, o sobrenadante foi
descartado.

As microsferas contendo o0 sistema beads-anticorpo de animais
soropositivos mais os fagos ligantes, foram lavadas 10 vezes com TBS-T 0,1%, e
os fagos selecionados foram recuperados por uma eluigcdo &cida, com 500uL de
glicina pH 2, foi feita uma incubacdo de 10 minutos, retirou-se o sobrenadante que
foi neutralizado com 75ul de Tris pH 9. Esses passos foram repetidos 3 vezes
(Figura 4).
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Sobrenadante

Biblioteca VacinaB19

PhD-C7C (Elui¢do negativa)

Vv Vv

N\

1gG - 1gG + IgG +
Descartaro Descartar o
sobrenadante sobrenadante

Figura 4: Esquema representativo da selecdo de peptideos miméticos a antigenos de Brucella

abortus (Autoria prépria).

Apbs a selecdo, a amplificacdo dos fagos foi feita pela inoculagdo em meio
Luria Bertani (LB - Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L),
contendo tetraciclina (20mg/mL), com uma col6nia isolada de Escherichia coli
da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitacdo a 37T até a fase early-
log (ODeoo ~0,3). Ao atingir esta fase, a cultura bacteriana foi inoculada com
500uL do eluato dos fagos e incubados a 37<C por 4- 5 horas sob forte agitacao.

Em seguida, a cultura foi centrifugada a 4C a 10. 000rpm por 10 minutos e
0 sobrenadante foi transferido para um tubo estéril contendo uma solucdo de
PEG/NaCl (20% de polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solu¢do estéril) na
quantidade de 1/6 do volume do sobrenadante. A solucao foi incubada por 12-16
horas a 4C para a precipitacdo do fago e posterior mente, centrifugada a 10.000
rpm por 15 minutos a 4C para descartar o sobrenada nte. O precipitado foi, entao,
suspendido em 1mL de TBS e precipitado novamente com 1/6 do volume de
PEG/NaCI, por 1hora no gelo. Centrifugou-se a 14.000rpm por 10 minutos a 4C e
0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 200uL de TBS
a 0.02% de NaNs, obtendo-se entdo o eluato amplificado, posteriormente titulado
e armazenado a 4<C. A estrigéncia das lavagens dura nte o bioppaning variou de

0,1 a 1% em cada ciclo.
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2.4.2. Titulacdo e purificacdo dos fagos

A titulacdo é um procedimento utilizado para determinar a quantidade de
particulas virais durante entrada e saida de cada ciclo do biopanning.

Para todas as titulacdes foram utilizados 1,0uL dos fagos, diluidos em
9,0uL de meio de cultura LB. As diluicdes 10 a 10 foram feitas para eluatos nao
amplificado e de 10® a 10!, para fagos amplificados, as diluicdes foram
incubadas com 200uL de E. coli (ER2738) em fase mid-log (ODgpo~0,5) por 5
minutos e plaqueadas em meio LB contendo IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 pg/mL),
juntamente com 3,0mL de Agarose Top (10g de Bacto-Triptona, 5g de extrato de
levedura, 59 de NaCl, 1g de MgCl, . 6H,0 / litro).

Apébs a incubacdo em estufa por 18 horas a 37°C, as coldnias azuis foram
contadas para a obtencdo dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos de
selecédo (numero de colbnias azuis x fator de diluicéo).

As colbnias que apresentaram coloracéo azul, demonstrando a hidrolise do
substrato X-Gal e a expressdo do gene da [(-galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER2738, foram reamplificadas separadamente em placas deepwell para
0 armazenamento dos clones selecionados. Para isso, cada colonia isolada obtida
do 3° ciclo ndo amplificado foi dispensada em um poco da deepwell contendo
1,0mL de meio de cultura com E. coli em fase de crescimento inicial. A placa foi
incubada por 12 horas a 37°C, sob agitacdo. A placa deepwell foi centrifugada por
60 minutos a 3700rpm, para a retirada do sobrenadante da cultura. Seu contetdo
foi transferido para outra placa deepwell e entéo foi adicionado 1/6 do volume de
PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-8000, NaCl 2,5 M) incubando-a por 12 horas
a 4°C. A placa foi centrifugada por 1 hora a 3700rpm, o sobrenadante descartado,
e 0 precipitado suspenso em 200uL de PBS.

2.4.3. Extracdo de DNA de Fagos

As colbnias oriundas das placas tituladas no 3°ciclo do biopanning foram
isoladas e transferidas para pocos de placas de cultura (tipo deepwell), contendo

1,2mL de cultura de ER2738 em fase early-log (ODgpo ~0,3) para a extracdo do
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DNA dos fagos. A placa foi vedada com um adesivo perfurado e incubada a 37T,
por 24 horas, sob agitacdo (250rpm). Para isolar os fagos das bactérias, as placas
foram centrifugadas a 3700rpm, a 20C, durante 30 minutos. Entdo, 800uL do
sobrenadante foram transferidos para outra placa e incubados, por 10 minutos,
com 350uL de PEG/NaCI. Apés o periodo de incubacéo, a placa foi centrifugada a
3700rpm, a 20<C, durante 40 minutos para precipita¢ do dos fagos.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100uL de tamp&o iodeto
(10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1mM de EDTA e 4M de Nal) foram adicionados aos
fagos precipitados. As placas foram agitadas vigorosamente por 40 segundos e
250uL de etanol absoluto foi acrescentado. Apds uma incubacgéo de 10 minutos, a
temperatura ambiente, as placas foram centrifugadas (3700rpm, 20C, 10
minutos) e o sobrenadante descartado. O DNA dos fagos foi lavado com 500uL
de etanol 70% e recentrifugado nas mesmas condi¢gdes. Finalmente, o DNA
precipitado remanescente foi diluido em 20ul de agua Milli-Q. A qualidade do DNA
fita simples foi verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%

corado com solucéo de brometo de etideo.

2.4.4. Sequenciamento

Na reacao de sequenciamento, foram utilizados 200ng de DNA molde,
5pmol do primer -96 glll (5-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3' - Biolabs) e
Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences). A
reacdo de 35 ciclos foi realizada em um termociclador de placas (MasterCycler-
Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo (a 95C por 20 segundos);
anelamento do primer (a 50C por 15 segundos) e extensdo (a 60T por um
minuto). A precipitacdo do DNA sequenciado foi feito com 1uL de acetato de
amonio e 27,5uL etanol. Posteriormente, a placa foi centrifugada por 45 minutos,
a 3700rpm e o sobrenadante descartado.

Adicionou-se 150uL de etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por
15 minutos, a 3700rpm. A solucdo de etanol foi descartada, a placa permaneceu
invertida sobre um papel toalha e nesta posicao foi pulsada a 800rpm, durante um
segundo. A placa foi coberta por papel aluminio e permaneceu em repouso
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durante 5 minutos para evaporar o etanol remanescente. Os precipitados
resultantes foram ressuspendidos em 10uL do tampéo de diluicdo (DYEnamic ET
Dye Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences). A leitura do sequenciamento
foi realizada no sequenciador automatico MegaBace 1000 (Amersham
Biosciences) no Laboratério de Nanobiotecnologia (UFU).

A andlise das sequéncias de DNA provenientes do sequenciador
automatico foi processada em software do préprio equipamento (Sequence
Analyser, Base Caller, Cimarron 3.12, Phred 15). Logo ap0s esta pré-analise, as
sequéncias dos vetores foram retiradas e somente aqueles insertos com residuos

perfeitos foram traduzidos.

2.5. Analise de dados in Silico

ApOs 0 sequenciamento as sequéncias de DNA foram traduzidas pelo
programa DNA2PRO12. Este programa é designado para traducéo de sequéncias
de insertos tanto de bibliotecas da New England Biolabs (Ph.D.-12TM ou Ph.D.-
C7C™) quanto de outras bibliotecas de interesse que contiverem as sequéncias
inicial e final do vetor, no caso o bacteriofago M13. O programa automaticamente
localiza a posicéo do inserto, traduz o mesmo e indica qualquer erro possivel na
sequéncia, tais como coédons inesperados ou erros na sequéncia proxima
(http://relic.bio.anl.gov/dna2prol2.aspx).

O alinhamento dos peptideos selecionados foi testado utilizando os
programas CLUSTAL W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html/). O
programa CLUSTAL W2 inclui ainda na analise a formulacdo da sequéncia
consenso. As similaridades entre os peptideos selecionados e as proteinas
depositadas foram realizadas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), um conjunto de programas que comparam (alinham) as
sequéncias a serem investigadas com todas as depositadas nos bancos de dados
de acidos nucléicos e proteinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Dentro do
Blast a busca foi realizada no Protein blast utilizando como database o swissprot
protein sequences (swissprot), algoritmo - blastp (protein-protein BLAST) e restrita
a Brucella.
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Outros programas de bioinformatica disponiveis on line foram utilizados
para alinhamento em  estrutura tridimensional, como o Pepsurf
(http://pepitope.tau.ac.il/index.html). As sequéncias das proteinas utilizadas para
alinhamentos foram obtidas no RCSB PDB - Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

2.6. Screening Phage-ELISA

Para analisar a reatividade dos clones frente as IgGs dos animais
soropositivos e soronegativos, foi realizado o ensaio de ELISA. As placas de
microtitulacdo (NUNC Maxisorp) foram sensibilizadas com 1ug/pogco de IgGs,
provenientes dos dois grupos de animais, diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato 50mM (pH 9,6) durante 16 horas a 4C. A pés trés lavagens com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as placas foram bloqueadas com PBS-T
contendo 5% de leite em p6 desnatado (PBS-TM) por 1 hora a 37°C.

As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e incubadas com 10**/poco
dos fagos selecionados purificados e com 10*/poco do fago selvagem (fago que
nao expressa nenhuma proteina exdégena) para controle das reac¢des por 1 hora a
37<C. Posteriormente, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T 0,05% e,
em seguida, fez-se a incubagéo com anti-M13 conjugado com peroxidase (Sigma)
diluido 1:5000 em PBS-T 0,05% suplementado com 5% de leite desnatado,
durante 1 hora a 37<T.

Apos 5 lavagens com PBS-T, a ligacdo antigeno/anticorpo foi detectada
pela adicdo de tampao orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL acrescida de 3% de
H.O, (Sigma Chemical Co.). A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
sulftrico 4N. A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus,
Flow Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.

ApoGs a realizagdo deste ensaio foram escolhidos os fagos com maior

reatividade para serem testados com soro dos animais.
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2.7. Screening com soro

ApoOs a triagem dos fagos mais reativos, os mesmos foram testados com o
pool de soros dos animais soropositivos e soronegativos para analisar o valor
preditivo positivo, negativo, sensibilidade e especificidade. Para isso, as placas de
microtitulacdo (NUNC Maxisorp) foram sensibilizadas com 10*/poco dos fagos
selecionados purificados e com 10*/poco do fago selvagem diluidos em tamp&o
carbonato-bicarbonato 50mM (pH 9,6) durante 16 horas a 4C. Apds a
sensibilizacdo, descartou-se o sobrenadante, e as placas foram bloqueadas com
PBS-T 0,05% suplementado com 5% de leite desnatado por 1 hora a 37<C.

Em seguida, foram feitas trés lavagens com PBS-T 0,05% e incubacao com
0s pools de soros de animais positivos e negativos para brucelose, nas
proporcdes de 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200 diluidos em PBS-TM por 1 hora a 37C.
A placa foi lavada cinco vezes com PBS-T e em seguida incubada com anti-lgG
bovina conjugado com peroxidase (Sigma) diluido 1:5000 em PBS-TM, durante 1
hora a 37<C.

Lavou-se novamente cinco vezes com PBS-T e a ligagao
antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo de tamp&o orto-fenilenodiamina
(OPD) a 1mg/mL acrescida de 3% de H,O, (Sigma Chemical Co.). A reacéo foi
interrompida pela adicdo de acido sulfarico 4N. A reatividade foi obtida em leitor

de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.

2.8. Preparacéao do peptideo sintético

Depois da identificacdo dos clones com melhor reatividade e que melhor
diferenciavam os soros positivos dos negativos, foram escolhidos dois clones para
serem sintetizados quimicamente.

Os peptideos foram produzidos pela empresa GeneScript (Piscataway, NJ,
USA) sendo que a sintese foi feita com e sem acoplamento de BSA, totalizando 4
peptideos sintéticos que foram denominados Ba4, Ba9, Ba4 BSA e Ba9 BSA,
apos purificagdo por cromatografia de afinidade em HPLC, os peptideos
apresentaram 95% de pureza.
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Aos peptideos sem BSA foi acrescentada uma sequéncia de 5 lisinas (K),
amidacdo C-Terminal e ponte dissulfeto entre os aminoacidos 2 e 10. Os
peptideos acoplados ao BSA ndo possuiam a sequéncia de lisina, somente a
amidacdo C-Terminal e ponte dissulfeto entre os aminoacidos 2 e 10.

Os peptideos sintéticos foram entregues pela empresa liofilizados, a
diluicdo foi feita segundo as recomendagbOes do fabricante, dessa forma os
peptideos Ba4, Ba9 e Ba9 BSA foram ressuspendidos em agua e o Ba4 BSA foi
ressuspendido em um solvente organico, a base de isopropanol, dimetilformamida

e uréia 8M. Os peptideos foram aliquotados para uso posterior e mantido a -20<C.

2.9. Ensaio imunoenzimatico com peptideos sintético S

Para verificar a reatividade dos peptideos sintéticos com 0s soros dos
animais positivos e negativos para brucelose bovina a seguinte condi¢do foi
utilizada.

As placas de microtitulagdo (NUNC Maxisorp) foram sensibilizadas com
1lpg/poco dos peptideos sintéticos, diluidos em tampao carbonato-bicarbonato
50mM (pH 9,6) durante 16 horas a 4C. Apds uma lavagem com PBS as placas
foram bloqueadas com PBS-BSA 5% por 1 hora a 37°C.

As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T 0,1% e incubadas com
pools de soros de animais positivos e negativos para brucelose, nas proporgcdes
de 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200 diluidos em PBS-T BSA 5%, por 1 hora a 37<T.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T 0,1% e, em
seguida, fez-se a incubacdo com anti-lgG bovina conjugado com peroxidase
(Sigma) diluido 1:5000 em PBS-T BSA 5%, durante 1 hora a 37<C.

Apés 5 lavagens com PBS-T 0,1%, a ligacdo antigeno/anticorpo foi
detectada pela adicdo de tampao orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL acrescida
de 3% de H,0, (Sigma Chemical Co.). A reacéo foi interrompida pela adicao de
acido sulfarico 4N. A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan

Plus, Flow Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.
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2.10. Anélise estatistica

A sensibilidade, especificidade e a eficiéncia do diagnéstico (ED) ou
acuracia foram determinados de acordo com Mineo et al., (2005)*°. Sendo que a
sensibilidade € a capacidade de um teste ser positivo (detectar os individuos
doentes) dentre aqueles efetivamente doentes e a especificidade é a capacidade
de um teste ser negativo (detectar os individuos sadios) dentre aqueles

efetivamente livres da doenca.

Foram utilizadas as seguintes formulas:

a
Sensibilidade (%) = — x 100
at+tc
. d
Especificidade (%) = ——— x 100
b+d
. . . a+d
Indice de validade (%) = Acuracia = x 100
a+b+c+d
Onde:

a = verdadeiros positivos no teste
b = falso positivo no teste
c = falso negativo no teste

d = verdadeiros negativos no teste

Outras analises estatisticas foram feitas utilizando-se o software Prism 5 e

as analises multiplas foram feitas por ANOVA (GraphPad Prism 5).
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2.11. Construcdo de sensor eletroquimico

Os experimentos relacionados a construcdo do sensor eletroquimico foram
realizados no Laboratério de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

A polimerizacao eletroquimica e as medidas voltamétricas foram realizadas
em células de um e trés compartimentos, acoplados a um potenciostato
CHinstruments 420A. Um disco de grafite com 6 mm de diametro foi obtido a
partir de um bastéo de grafite com 99.9995 % de pureza e utilizado como eletrodo
de trabalho. Platina foi utilizada como contra eletrodo ou eletrodo auxiliar e como
eletrodo de referéncia foi utilizado um eletrodo de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl

(KCI 3M)). Nas Figuras 5 e 6 estédo parte do material e equipamento utilizado.

Figura 5: (A) célula eletroquimica de trés compartimentos; (B) eletrodo de trabalho de carbono
grafite na base de teflon; (C) eletrodo auxiliar de platina; (D) eletrodo de referéncia de prata/cloreto

de prata.

Figura 6 : Potenciostato CHInstruments 420A .
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2.11.1. Eletrodos de trabalho

Para a realizacdo das voltametrias ciclicas, os eletrodos de carbono grafite
foram preparados por polimento com suspenséo de alumina (Buehler 0,3 ym de
diametro). O eletrodo polido foi submetido por 10 minutos a sonica¢ao, imerso em
agua deionizada, para a remocao de alumina remanescente e seco em gas

nitrogénio puro.

2.11.2. Preparo dos filmes poliméricos

A analise da superficie do eletrodo bem como a funcionalizagdo deste foi

realizada de acordo com Oliveira et al., 2009 °*,

2.11.3. Imobilizagdo da sonda sobre o eletrodo de g rafite / 3-(HFA)

Para a imobilizacao foram gotejados 15uL da solug¢édo do peptideo Ba9 BSA
sobre a superficie do eletrodo modificado e deixado 15 horas a 4C. Em seguida,
foram lavados em solucéo de tampéao fosfato sob agitacédo e secos com gas N, e

reservados.

2.11.4. Deteccao dos alvos sobre o eletrodo de graf  ite/3-(HFA)

Para a deteccdo dos alvos complementar (soro positivo) e nao
complementar (soro negativo) foi realizado o procedimento de imobilizagcdo do
peptideo Ba9 BSA e em seguida os eletrodos foram incubados em solucdo de
BSA 0,5% por 1 hora a 37C. Foram lavados em solucd o de tampéao fosfato sob
agitacdo e secados com gas N,. Posteriormente foram gotejados 15uL do soro
positivo em um eletrodo e em outro 15uL do soro negativo, foram incubados por 1
hora a 37C. Em seguida, foram lavados em solucdo de tampédo fosfato sob

agitacdo e secos com gas N, e levados para a deteccédo eletroquimica.
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Figura 7: Esquema representativo da funcionalizacao do eletrodo (Autoria prépria).

2.12. Preparacao do antigeno soltvel de lisado tota | de Brucella abortus

O antigeno solavel de lisado total de Brucella abortus 2308 foi preparado
utilizando suspensées de bactérias (1x10'cfu/uL) que foram descongeladas,
tratadas com inibidores de proteases e submetidas a 6 ciclos rapidos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C.
Apds centrifugagdo (10.000 x g, 30 minutos, 4°C), o sobrenadante foi coletado, e
a concentracdo protéica foi determinada pelo NanoDrop Spectrophotometer
ND21000.

Aliquotas do extrato protéico foram armazenadas a —70°C, até serem
utilizadas na imunizagdo de camundongos, estimulacao in vitro de células do baco
e como antigeno em reacdes imunoenzimaticas (ELISA) para avaliar a resposta

humoral em camundongos imunizados.
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2.13. Animais e imunizagao

Um total de 24 camundongos isogénicos BALB/c, fémeas, com 8 a 12
semanas de idade foram obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CEBEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
sob condicGes padrdes em ambiente com temperatura controlada (25 = 2°C) e
ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com agua e racdo ad libitum. O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para Utilizacdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia sob numero de protocolo 021/11.

Para os procedimentos experimentais, os animais foram distribuidos em

seis grupos com 04 animais em cada grupo, conforme a seguinte formulacao:

Tabela 1: Divisdo dos grupos para as imunizacdes.

Grupo Imunizacdes
1 Extrato protéico + Adjuvante*
2 Ba9 BSA + Adjuvante*
3 Ba4 BSA + Adjuvante*
4 PBS + Adjuvante*
5 Solvente do Ba4 BSA + Adjuvante*

6 BSA + Adjuvante*
* Adjuvante de Freund incompleto (Sigma Chemical Co.)

Os animais foram aleatoriamente distribuidos, identificados e imunizados
por via intra peritonial (i.p.) com trés doses das formulacdes descritas acima, em
um volume de 200uL por animal, em intervalos de 15 dias. As concentracfes dos
antigenos foram determinadas com base em estudos anteriores, sendo que cada
animal recebeu 20ug de antigeno em cada imunizacdo, juntamente com
adjuvante de Freund incompleto %.

Os animais foram submetidos a sangria prévia (dia 0) e amostras de
sangue foram coletadas aos 15, 30 e 45 dias apdés a primeira imunizagdo. Os
soros obtidos apds centrifugacéo (800 x g, 5 minutos) foram armazenados a -20°C

até serem utilizados em testes soroldgicos para andlise da resposta humoral.
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2.14. Avaliacao da resposta imune humoral

2.14.1. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para IgG e  subclasses IgGl e
IgG2a

O método ELISA indireto foi realizado para a detec¢édo de anticorpos IgG
total, IgG1 e IgG2a em amostras de soros individuais de camundongos
imunizados, segundo o protocolo anteriormente descrito, com modificacées .

Placas de microtitulacdo de poliestireno (NUNC Maxisorp) foram
sensibilizadas (50uL/po¢co) com extrato protéico de Brucella abortus 2308
(1ng/poco), peptideo Ba4 BSA (1ug/poco) e Ba9 BSA (1upg/poco), diluidos em
tamp&o carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C.

Apés trés lavagens com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as
placas foram bloqueadas com PBS contendo 5% de BSA (PBS-T BSA) por 1 hora
a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, as placas foram incubadas com
amostras de soros (50uL/poco) diluidas 1:50 em PBS-T BSA a 5% para IgG total
e PBST-BSA a 1% para IgG1 e IgG2a, por 1 hora (IgG) ou 2 horas (IgG1 e IgG2a)
a 37°C. Todos os soros foram utilizados (dia 0, 15, 30 e 45).

Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e incubadas
(50uL/poco) com o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase
(Sigma Chemical Co.) na diluicdo 1:5000 em PBS-T BSA a 5% ou com o0s
anticorpos secundarios biotinilados (Caltag Lab. Inc., South San Francisco, EUA)
anti-lgG1l de camundongo na diluicdo 1:4000 em PBS-T BSA a 1% ou anti-IgG2a
de camundongo na diluicdo 1:2000.

Apds incubacdo por 1 hora a 37°C, as placas foram novamente lavadas e
incubadas (50uL/poco) com estreptavidina-peroxidade (Sigma Chemical Co.)
diluida 1:1000 em PBS-T BSA a 1%, quando apropriado (para deteccdo de
anticorpos IgG1 e IgG2a).

A reacdo foi revelada com a adi¢cao de tampéao orto-fenilenodiamina (OPD)
a 1mg/mL acrescida de 3% de H;O, (Sigma Chemical Co.). A reacdo foi
interrompida pela adicdo de acido sulfurico 4N. A reatividade foi obtida em leitor

de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.
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2.14.2. Avaliacdo da resposta imune celular: analis e de citocinas

Apos 45 dias de imunizacdo (15 dias apd6s a 32 dose), foi realizado o
sacrificio dos animais por deslocamento cervical e os bagos removidos
assepticamente para cultura celular e estimulacéo de células in vitro.

Os bacos foram individualmente macerados em meio RPMI 1640
suplementado com HEPES (25mM), penicilina G (100U/mL), estreptomicina
(100pg/mL), L-glutamina (2mM), bicarbonato de sédio (3mM) e 2-mercaptoetanol
(50 mM).

Suspensdes celulares foram lavadas (400 x g, 10 minutos, 4°C) em meio
RPMI e o sedimento de células foi ressuspendido com 2mL de tampéao de lise
(0.16 M NH4CI e 0.17 M Tris-HCI, pH 7.5) para eritrocitos, incubando-se por 5
minutos a 37C. Apdés lavagens por mais duas vezes e m meio RPMI, o sedimento
final foi ressuspendido com 5mL de meio RPMI suplementado contendo 10% SFB
e a suspensao celular foi mantida em banho de gelo até a contagem de células
vidveis em camara de Neubauer, usando o corante de exclusdo vital azul de
Tripan a 0,4% em PBS.

As suspensodes celulares foram plaqueadas, em octuplicata, em placas de
cultura de 96 pocos (2 x 10° células/poco/200pL) e estimuladas com o mitégeno
concanavalina A (ConA - Sigma Chemical Co.) a 2,5 mg/mL, extrato protéico de
Brucella abortus 2308 a 20ug/mL e com a prépria Brucella abortus 2308 irradiada
onde foi utilizado um MOI (multiplicity of infection) de 1:500. Como controle
negativo foi adicionado somente meio completo nas células. As células foram
incubadas por 72 horas em incubadora com 5% de CO, a 37°C. Os
sobrenadantes de cultura celular foram coletados e armazenados a -70°C para
posterior analise de citocinas.

A dosagem das citocinas foi realizada com a utilizacdo do kit CBA
(Cytometric Bead Array - BD Biosciences). As reacdes foram feitas de acordo com
recomendacdes do fabricante e a andlise foi realizada no citémetro de fluxo da BD
FACSCanto II.
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2.15. Anélise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confeccao dos graficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA).
Diferencas entre os grupos na analise de anticorpos e dosagem de citocinas
foram analisadas pelo teste paramétrico ANOVA ou teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, quando apropriado, utilizando o teste de comparacdo mdultipla de
Bonferroni ou Dunn, respectivamente, para examinar comparacdes entre pares de
grupos selecionados.

O teste t de Student foi utilizado para comparagcéo entre isotipos IgG1 e
I[gG2a dentro de cada grupo. Todos os resultados foram considerados

significativos (p) para um nivel de p < 0,05.

2.16. Normas de biosseguranca e manipulacdo de anim  ais

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biologicos e dos
reagentes, bem como a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo
com as normas de biosseguranca compativeis . Os procedimentos com os
animais foram conduzidos de acordo com os principios éticos em pesquisa animal

recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal %.
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3. Resultados

3.1. Selecéo de peptideos recombinantes

3.1.1. Biopanning e titulacdes

A quantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de sele¢do foi
estimada pela titulagdo dos eluatos amplificado e ndo amplificado de cada ciclo
(Figura 8). Os titulos de entrada dos fagos no biopanning foram sempre maiores
gue os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos contra
as proteinas da Brucella abortus ficaram ligados as IgGs por interacédo
peptideo/anticorpo e o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade foram
removidos durante as lavagens. Nas amplificacbes ocorre o inverso, indicando a
eficiéncia do processo.

Figura 8: Titulacdo dos fagos. As coldnias azuis representam a infeccbes das bactérias E. coli
ER2738, com os fagos M13 que possuem o gene da [(3-galactosidase. A, B, C e D representam
titulacbes de 10™ até 10™.

3.1.2. Andlise do enriquecimento

As placas utilizadas para contabilizar o titulo de saida foram aquelas que
apresentaram maior numero de colbnias aparentemente isoladas, assim a
guantidade de fagos selecionados foi estimada pela titulacdo dos eluatos
amplificado e ndo amplificado de cada ciclo.

Um dos pardmetros que podem ser utilizados para indicar o sucesso da
selecé@o dos peptideos é a analise de enriqguecimento, o qual pode ser observado

na Tabela 2, onde também estdo representados os titulos obtidos durante as
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etapas de selecdo biologica. Todas as etapas sdo representadas por valores de
enriqguecimento confirmado pela divisdo do titulo da saida pelo titulo da entrada
multiplicado por 100, e a determinacdo da taxa efetiva de enriquecimento é a
divisdo da taxa de enriquecimento do ultimo ciclo dividido pela taxa do primeiro

ciclo, o resultado representa 0 nimero de vezes em que a selecdo enriqueceu.

Tabela 2: Taxas de enriquecimento observadas durante as sele¢Bes bioldgicas utilizando
biblioteca Ph.D.-C7C.

Ciclos Entrada Saida (S / E)* x 107 TE**
(o] 1 =
1° Ciclo de selecdo 1x10% 1x10* 1x107
(Biblioteca original)
(o] 1 =
2° Ciclo de selecao 1x104 2x10° 2x107 20
(Fagos amplificados)
(o] 1 =
3° Ciclo de selecao 1x10M 2%10° %107

(Fagos amplificados)

* S: saida; E:entrada; ** TE: taxa de enriquecimento

Sabendo-se que quanto maior for o coeficiente de enriquecimento ao longo
dos ciclos de selecdo maior € o enriquecimento, o resultado obtido demonstrou
que as selecbes apresentaram enriqguecimento nas etapas finais comparadas com
as etapas iniciais de selecdo, ou seja, ficaram ligados os clones com maior

afinidade, o que demonstra que a selecdo dos clones foi direcionada ao alvo.

3.1.3. Extracdo de DNA e sequenciamento dos clones  de fagos

Dentre os 96 clones sequenciados, 77 apresentaram sequéncias validas
(sem erros de sequenciamento), sendo 9 sequéncias distintas. A Tabela 3 mostra

a sequéncia e frequéncia dos clones obtidos.
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Tabela 3: Frequéncia dos clones de fagos sequenciados.

Clones Sequéncia Frequéncia dos clones
Bal NDALGQL 62/77
Ba2 SPWSSLA 04/77
Ba3 NDHLLAM 02/77
Ba4 NDSYPTQ o077
Ba5 PNNLPPY 0L/77
Ba6 NDQLFSH 0L/77
Ba7 LPFTFPS o0L/77
Ba8 NDARDLQ 04/77
Bag GFPSSSV 0L/77

Total 77

3.2. Screening Phage-ELISA

Os fagos eluidos do terceiro ciclo do biopanning foram submetidos ao
ensaio de Phage-ELISA com IgGs purificadas do mesmo pool de soro de animais
soropositivos utilizados no panning para verificar a reatividade ao alvo. Utilizou-se
0s nove clones de fagos selecionados purificados, o fago selvagem como controle
negativo de reacdo, além de IgG purificadas do pool de soro de animais
soronegativos.

A Figura 9 demonstra a reatividade dos clones com os anticorpos
policlonais (IgG) dos animais. Os clones Ba4, Ba7 e Ba9 obtiveram uma
absorbancia média superior ao controles saudaveis e ao fago selvagem e foram
selecionados como 0s provaveis mimetopos para detectar animais positivos para
brucelose, mesmo os clones ndo apresentando uma diferenga significativa entre

animais positivos e negativos para brucelose.
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Figura 9: Painel de pré-validacdo dos clones reconhecidos por IgG purificadas de animais
soropositivos e soronegativos para brucelose. Para comparacgdo, o fago selvagem foi submetido
as mesmas condicdes. Cut off = 0,145.

ApoOs identificar que os clones Ba4, Ba7 e Ba9 apresentaram melhor
afinidade de ligacdo (Figura 10), quando comparados ao controle selvagem, os
mesmos foram submetidos ao ensaio de Phage-ELISA com pool de soro de
animais soropositivos e soronegativos para verificar a reatividade ao alvo. Os
soros foram utilizados nas titulagdes 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200 para padronizacéo
do teste. Em seguida foi feito um ELISA utilizando soros individuais dos animais
positivos e negativos utilizados no panning (Figura 11). Observou-se que o fago
selvagem, que é controle negativo de reacao, apresenta alta reatividade com soro
total de bovinos.
uBad Pa7 mpas
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Diluigtes de soro

Figura 10: Avaliacdo dos clones Ba4, Ba7 e Ba9 frente a pool de soro de animais soropositivos e
soronegativos, em diferentes titulagdes de soro 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200 para padroniza¢cédo do

teste.
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Figura 11: Avaliacdo dos clones Ba4(A), Ba7 (B), Ba9 (C) e o fago selvagem (D) frente aos soros
individuais dos animais soropositivos e soronegativos utilizados no panning. As barras
representam a reatividade com os soros e a linha pontilhada representa o cut off.

3.3. Andlise de dados in silico

ApOs o0 sequenciamento e identificacdo das sequéncias peptidicas, foi
utilizado o programa PepSurf, um algoritmo para o mapeamento de peptideos
selecionados por afinidade para a estrutura de um antigeno. Nestas analises
foram utilizados apenas os clones Ba4, Ba7 e Ba9, que foram o0s que
apresentaram maior reatividade nos testes imunoenzimaticos. As proteinas
utilizadas para fazer os alinhamentos foram obtidas no RCSB PDB — Protein Data
Bank, e foram escolhidas com base na literatura, uma vez que as enzimas
lumazine sintase e CU/ZN superédxido dismutase de Brucella abortus sao alvos de
varios pesquisadores que buscam sua utilizacdo em diagnéstico e como

componentes vacinais para brucelose.
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Na Figura 12 estdo apresentados os alinhamentos realizados, a esquerda
de cada alinhamento é possivel observar toda a estrutura protéica juntamente
com o posicionamento dos clones, e a direita sdo apresentadas somente as
sequéncias peptidicas dos clones, para que se tenha uma nocéo de localizacao e

disposigéo.

Crystal structure of Lumazine Synthase from Brucelfa abortus - PDBID: 1010

CUJ/ZN superoxide dismutase from Brucella abortus - PDB ID: 2AQM

Lumazine Synthase RibH1 from Brucella abortus — PDB ID: 2I0F Recombinant Lumazine Synthase (Hexagonal form)- PDB ID: 1ZIS

Figura 12: Mapeamento dos peptideos utilizando o programa PepSurf. Nos alinhamentos A, B e D
o clone Ba4 esta apresentado de rosa, o Ba7 de azul e o clone Ba9 de vermelho, j4 no
alinhamento apresentado em C todos os clones se alinharam em uma mesma posi¢cdo na
proteina, assim todos estao apresentados de cor vermelha.

3.4. Peptideos sintéticos

Ensaios imunoenzimaticos foram realizados para avaliar a reatividade dos
peptideos sintéticos com e sem BSA com soros de animais doentes e sadios em
diferentes diluicdes. A melhor condi¢cdo observada foi na utilizacdo dos peptideos
acoplados ao BSA por apresentar maior absorbancia. Em relagbes as diluicdes
dos soros optou-se por utilizar nos testes seguintes a diluicdo de 1:100 que foi a
que apresentou melhor diferenciacéo entre positivo e negativo com os peptideos

acoplados ao BSA (Figura 13).
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Com este teste foi possivel identificar a sensibilidade da selecdo e
producdo dos peptideos, visto que os mesmos se ligaram positivamente ao soro

de animais com brucelose (Figura 13).
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Figura 13: Avaliacdo dos peptideos sintéticos Ba4, Ba9, Ba4 BSA e Ba9 BSA utilizando pool de
soro de animais soropositivos e soronegativos em diferentes diluiges. Como controle negativo foi

utilizado apenas o BSA, cujo valor foi subtraido dos valores apresentados.

Apos a escolha da melhor condicdo no teste ELISA, foram testados os
niveis de IgG sérica de 80 amostras de soro positivos e 80 soro negativos para
brucelose, todos os soros utilizados foram submetidos aos testes de triagem ja
estabelecidos para brucelose. Apés andlise estatistica estes peptideos
demonstraram diferenca significativa (p < 0,05) quando comparado soros
positivos e negativos para brucelose (Figura 14).

Foram feitos os célculos da sensibilidade, especificidade e acuracia para os
peptideos com potencial diagndstico (Tabela 3).
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Figura 14: Avaliacdo dos peptideos sintéticos Ba4 e Ba9 acoplados a BSA frente a soros de
animais soropositivos e soronegativos para brucelose. A e C representam a reatividade dos clones
contra 80 soros positivos e negativos, sendo o cut off do clone Ba9 BSA de 0,212 e do clone

Ba4BSA de 0,199. B e D representam a curva ROC dos respectivos peptideos.

Tabela 4: Sensibilidade, especificidade e acuracia obtidos nos testes ELISA na deteccdo de
anticorpos IgG anti-Brucella abortus em amostras de soro, utilizando os peptideos sintéticos.

Sensibilidade (%)

Especificidade (%)

Acuracia (%)

Peptideo
Ba4 BSA
93,7 50 71,8
(Cut off=0,199)
Ba9 BSA
97,5 50 72,5
(Cut off=0,212)
Ba4 BSA + Ba9 BSA
88,6 51,1 68,7

(Cut off=0,176)
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3.5. Sensor eletroquimico

Para avaliar a imobilizacdo do peptideo sobre o eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HFA) e a interacdo da sonda com os alvos (complementar
e ndo complementar), testes em tampéao fosfato foram realizados. A Figura 15
mostra o voltamograma de pulso diferencial do peptideo Ba9 BSA, e suas

interacbes com os alvos.
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Figura 15: Deteccao por voltametria de pulso diferencial de eletrodos de grafite modificados com
poli (3HFA) contendo: peptideo Ba9 BSA, peptideo/soro positivo e peptideo/soro negativo.
Tampao fosfato foi usado como eletrélito (pH 7,3), Modulagao de amplitude: 0.05mV. Intervalo de
pulso: 0.2s; 5m Vs™. Os testes foram realizados em triplicatas.

Em tampé&o acetato pH 4,5 o peptideo (pl 8,3) possui carater catidnico e o
polimero apresenta carater aniénico, o que favorece a imobilizacdo. O bioeletrodo
apresentou um pico de oxidacdo em +0,76 mV, que foi utilizado para monitorar a
deteccao direta do alvo.

A interacdo do bioeletrodo na auséncia ou presenca do soro negativo ou
positivo apresentou valores de Aiy,; de 30pA, 60pA e 120pA respectivamente, o

que indica que o sistema discrimina o alvo positivo do alvo negativo.
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3.6. Resposta imune humoral apds imunizacao

A cinética da resposta imune humoral de anticorpos IgG total e isotipos
IgG1 e IgG2a, determinados por ELISA, em soros de camundongos imunizados
com o antigeno total de Brucella abortus 2308, peptideo sintético Ba9 BSA,
peptideo sintético Ba4 BSA e respectivos grupos controles (PBS, diluente do Ba4
BSA e BSA) esta demonstrada na figura 16.

Camundongos imunizados com o0s peptideos Ba9 BSA e Bad4 BSA
apresentaram maiores niveis de IgG total do 15° ao 45° dia poOs-imunizacao
(d.p.i.) em comparagcdo com 0s animais imunizados com extrato protéico e
controles (PBS, diluente do Ba4 e BSA) (Figura 16 A). A partir do 45°dia houve
um aumento na producdo de IgG no grupo imunizado com extrato protéico, ndo
havendo mais diferenca em relagéo aos peptideos, somente aos controles.

Na analise da cinética do isotipo IgG1 (Figura 16 B), os grupos imunizados
com os peptideos Ba9 BSA e Ba4 BSA demonstraram maiores niveis de 1gG1 do
15°ao 30°d.p.i. em comparagcdo com o0 grupo extrato protéico (p < 0,05), com
niveis semelhantes entre estes grupos somente no 45° d.p.i. Os animais
imunizados dos grupos controles ndo apresentaram nenhuma diferenca
significante nos niveis de IgG1 do ao longo do experimento.

A cinética do isotipo IgG2a (Figura 16 C) apresentou um padrdao de
equilibrio entre os grupos. Camundongos imunizados com os peptideos Ba9 BSA
e Ba4 BSA mostraram um perfil de niveis crescentes de 1gG2a, assim como o
grupo com extrato protéico, e estes apresentaram niveis de lgG2a inferiores. Ja
0s animais imunizados dos grupos controles ndo apresentaram nenhuma

diferenca significante nos niveis de IgG2a do ao longo do experimento.
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Figura 16: Niveis de IgG total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C), determinados por ELISA, em soros de
camundongos BALB/c imunizados intraperitonealmente com antigeno total de B. abortus (G1),
peptideo sintético Ba9 BSA (G2), peptideo sintético Ba4 BSA (G3) e respectivos controles: PBS
(G4), diluente do Ba4 BSA (G5) e BSA (G6). As amostras de sangue foram coletadas aos 0, 15,
30 e 45 dias ap6s imunizagao. Valores de densidade 6ptica (DO492nm) séo indicados como
média + erro padrdo da média. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significantes (p <
0,05; ANOVA e teste de comparacgdo multipla de Bonferroni).
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3.7. Resposta imune celular: analise de citocinas

A resposta imune celular foi analisada a partir da producéo das citocinas IL-
2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17 e IL-10 em sobrenadantes de cultura de células do
baco apos estimulacdo com o mitdgeno ConA, extrato protéico de Brucella e com
a Brucella abortus y-irradiada (Figuras 17).

A resposta das células do baco estimuladas com o mitégeno ConA foi
evidenciada pelos altos niveis de producdo de IFN-y em todos 0s grupos quando
comparado com o meio. Apés estimulagdo antigénica com extrato protéico células
dos camundongos de todos os grupos ndo mostraram diferencas na producéo de
citocinas, além de terem sido baixas a producéo.

O estimulo que gerou uma maior resposta de producdo de citocinas em
geral foi a Brucella abortus irradiada. Sendo que o grupo que mais apresentou
uma producdo de resposta foi o grupo de animais imunizados com extrato

protéicos.
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4. Discussao

4.1. Selec¢do e abordagem diagnoéstica

Nesta investigacdo, usamos a tecnologia de Phage Display para selecionar
epitopos imunodominantes ligantes a anticorpos circulantes de animais infectados
com Brucella abortus. A grande vantagem da utilizacdo destes epitopos sintéticos
em testes diagndsticos ou mesmo como componentes vacinais é a eliminacdo da
necessidade de manipular a Brucella, o que atualmente é um grave problema
para 0s meédicos veterinarios, vacinadores e laboratoristas, pelo risco de
contaminacéo .

Podemos observar que ao utilizarmos os clones selecionados ainda
fusionados ao bacteriofago nos ensaios imunoenzimaticos, a reatividade dos
SOoros positivos e negativos apresentaram um comportamento semelhante em
todos os clones, sendo que em alguns clones 0s soros positivos foram levemente
superiores aos negativos. Observamos ainda que o préprio fago selvagem por si
s6, consegue discriminar animais positivos de negativos para brucelose, isso se
deve ao fato de ocorrer reacdes entre as proteinas do bacteriofago M13, utilizado
na técnica de phage display, e anticorpos presentes no soro de bovinos, pois
naturalmente ha a presenca de fagos no organismo desses animais, provenientes
da propria Brucella abortus ou de outras bactérias. Sabe-se que a presenca de
fagos especificos tem sido demonstrada em diversas espécies de Brucella, o que
as tornam mais patogénicas **°.

Devido a reatividade cruzada com o fago selvagem os ensaios realizados
serviram apenas como screening de reatividade, mostrando que o phage-ELISA
nao deve ser utilizado neste caso, assim como tem sido descrito sua utilizagcdo em
outras patologias como, por exemplo, em diagnéstico da neurocisticercose
humana %. Diante disso fez-se necessaria a sintese quimica dos peptideos para
comprovar sua potencialidade como biomarcadores para brucelose.
Provavelmente 0s outros clones, que nestes ensaios apresentaram uma menor
reatividade, inclusive o clone imunodominante (Bal), podem ser melhores que os
escolhidos, porém sua sintese quimica e testes de reatividade serdo feitos

posteriormente.
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Os dois clones escolhidos (Ba4 e Ba9) foram sintetizados quimicamente,
sendo a sequéncia peptidica de cada clone produzida com e sem BSA. Foi
possivel observar claramente que os peptideos acoplados ao BSA possuem um
melhor desempenho na reatividade com os anticorpos dos animais, quando
comparados aos peptideos sem BSA, isso é explicado pelo fato da molécula de
BSA conferir uma estabilidade a estrutura do peptideo, o que anteriormente era
proporcionado pelo bacteriéfago 3.

Os peptideos sintéticos testados em ELISA apresentaram alta sensibilidade
(Ba4 BSA: 82,5% e Ba9 BSA: 88,8%) e especificidade (Ba4 BSA: 81,2% e Ba9
BSA: 67,5%) na detecgdo de anticorpos circulantes de animais com brucelose,
com uma acuracia média de 70%. Estes mesmos peptideos, foram submetidos a
alinhamentos tridimensionais em analise in silico com proteinas de interesse
diagnéstico e vacinal para brucelose, observou-se que houve alinhamento, tanto
com a lumazine sintase de Brucella” quanto com a Cu-Zn superéxido dismutase
% indicando que os epitopos em questdo podem ser miméticos a proteinas
imunogénicas de Brucella abortus.

Varios estudos demonstram que a lumazine sintase de Brucella (BLS),
identificada pela primeira vez como uma proteina citoplasmética de 18kDa,
presente em todas as espécies de Brucella, possui alto potencial para ser
utilizada em diagnostico sorologico da brucelose tanto em humanos quanto em

animais 9799100

Imunoensaios utilizando a Cu-Zn superoxido dismutase
demostram que animais soropositivos para Brucella abortus possuem
imunoglobulinas G sérica contra esta enzima, o que foi confirmado em western
blot com extrato protéico contendo a Cu-Zn superéxido dismutase nativa e
recombinante, mostrando assim a possibilidade de sua utilizacdo no diagnostico
da brucelose bovina %8, As duas enzimas tém sido descritas como alvos tanto
para diagnéstico quanto vacinal *°*1%,

Sabe-se que a resposta das células B contra antigenos especificos € parte
do sistema imune adaptativo de mamiferos, que garante a producdo de varias
moléculas de imunoglobulinas contra um antigeno especifico, cada uma
reconhecendo um epitopo diferente. Os antigenos podem ser moléculas grandes

e complexas, porém cada anticorpo unico se liga apenas a um epitopo unico, que
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muitas vezes sdo especificos, e altamente dependente da heranca genética ',
consequentemente, uma resposta imune eficaz frequentemente envolve a
producdo de muitos anticorpos diferentes. Isto significa que uma ferramenta de
diagnéstico baseado em um Unico epitopo s6 pode ser eficaz se esse
determinante antigénico for altamente dominante e apresentar um amplo
reconhecimento por anticorpos.

Assim, um dos objetivos desta investigacdo € a utilizacdo desses
peptideos, no diagnostico da brucelose bovina, uma vez que peptideos sintéticos
sdo promissores para utilizacdo em diagndsticos de alta precisdo, pois séo
facilmente produzidos e estao livres de contaminantes.

ApOs a avaliacdo da reatividade dos peptideos em testes ELISA, que
serviram para a calibracdo de parametros preliminares, o peptideo Ba9 BSA foi
escolhido para o passo seguinte, que foi incorporar este epitopo funcional em
bioeletrodos para deteccdo eletroquimica de soros infectados sem que haja a
necessidade de qualquer manipulagéo extra do soro dos animais.

Apos a funcionalizagdo do bioeletrodo com o peptideo Ba9 BSA,
demonstramos com sucesso que O sistema foi muito seletivo para 0s soros
positivos, mesmo as amostras utilizadas sendo de soro total, que contém muitas
substancias interferentes, tais como uréia, acido Urico, glutamato e albumina,
nenhum deles gerou perturbacdo no processo de deteccdo, lembrando que mais
testes deverdo ser desenvolvidos posteriormente com o intuito de torna-lo
efetivamente um produto comercializado.

Com isso, demonstramos gque 0s peptideos altamente reativos selecionado
por phage display podem reconhecer anticorpos circulantes de animais infectados
com Brucella abortus com alta sensibilidade, e podem ser utilizados em novos

testes resultando em uma técnica simples, rapida e reprodutivel.

4.2. Abordagem vacinal

Diante da perspectiva diagnéstica e sabendo que os peptideos foram
selecionados a partir de anticorpos policlonais circulantes de animais com
brucelose, ou seja, a partir da resposta humoral de bovinos, apresentando alta

sensibilidade, a nossa proposta foi realizar um ensaio vacinal preliminar para
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verificar se estes peptideos poderiam induzir uma resposta imune humoral e
celular.

Ao analisar os resultados da dosagem dos isotipos de IgG dos
camundongos imunizados com o0s peptideos Ba9 BSA e Ba4 BSA, podemos
observar que houve um equilibrio entre as respostas imune Thl e Th2, sendo que
com o passar dos dias a producdo de IgG1 apresenta um leve declinio, enquanto
que a lgG2a apresenta uma tendéncia a aumentar, sugerindo que a longo prazo
haja uma predominancia da resposta imune Thl. Provavelmente este evento seria
melhor observado com a utilizagdo de um numero maior de camundongos e por
um periodo maior de tempo.

Sabemos que a imunizagcdo de camundongos BALB/c com Brucella abortus
mortas gera um aumento dos niveis séricos de IgG2a e a longo prazo os clones
de células T destes camundongos secretam citocinas associadas a Thl, o que
vem corroborar com nossos resultados '%. Apesar de efeito protetor da resposta
imune humoral na brucelose ser discreto ou questionavel, ele pode ser
significativo no controle da infeccéo por B. abortus, uma vez que a transferéncia
passiva de IgG2a especifica diminui a carga bacteriana em camundongos '°°. No
entanto, o papel de IgG durante a infeccdo ativa da B. abortus em bovinos
permanece controverso 7.

Em relac@o ao estimulo feito com o extrato protéico de Brucella os grupos
nao apresentaram diferenca quando analisamos todas as citocinas avaliadas, o
gue infere que houve algum problema experimental ou que a quantidade de
proteina utilizada (20pug/mL) néo foi suficiente para gerar nenhum estimulo.

Em estudos recentes foi demonstrado que a B. abortus nédo induz uma
resposta pro-inflamatoria significativa durante a infeccdo em camundongos, além
de possuir uma baixa atividade imunoestimuladora e baixa toxicidade para as
células do hospedeiro %, Aparentemente, essa capacidade de inibir ou adiar a
resposta imune do hospedeiro pode ser uma estratégia do microorganismo para
causar uma infecgéo persistente'®.

O TNFa modula uma resposta celular e a produgéo de NO, para matar o

microorganisno, principalmente intracelular, como € o caso da Brucella, seu
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bloqueio leva a uma reativagcdo de microorganismos latentes no interior de
macréfagos, como ocorre com o Micobacterium .

Analisando um contexto geral, podemos observar que embora os peptideos
nao tenham levado a producéo de citocinas anti-inflamatérias também ndo houve
producdo de pro-inflamatoérias, exceto o TNFa, e como 0s niveis sdo altos
somente para TNFa, resta saber se isso ird causa uma resposta exacerbada
causando lesdes de orgaos e tecidos.

Interessantemente, existem evidencias de que o TNFa sozinho pode ser
um fator importante no clearance bacteriano **, juntamente com baixos niveis de
IL-10 2. No nosso experimento era esperado que houvesse tanto uma alta
producdo de IFN-y quanto de TNFa, porém observamos altas taxas de TNFa e
baixos niveis de IL-10, sugerindo que o peptideo pode sim ter um papel protetor.

Por fim, acreditamos que o peptideo Ba4 BSA tem um efeito protetor
devido as seguintes evidencias: altos niveis de 1gG2a na resposta humoral, altos
niveis de TNFa na resposta celular e baixos niveis de IL-10, implicando em uma
provavel resposta humoral e celular. Porém néo se pode definir exatamente se a
resposta humoral é neutralizante, pois 0s animais que 0s possuiam foram
sacrificados. N&o sendo possivel determinar este comportamento na infeccéo
ativa, o que implica que apenas ensaios biolégicos, com desafios in vivo é que
poderdo definir a verdadeira funcdo desses peptideos na forma vacinal, o que

requer a utilizacdo de laboratérios e biotérios NB-3.
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5. Conclusao

Nesta investigacdo, caracterizamos dois peptideos imunodominantes
selecionado por phage display frente a resposta humoral de bovinos com
brucelose que potencialmente possuem fungéo tanto diagndstica quanto vacinal,
por apresentarem uma alta sensibilidade diagnéstica (>97%). Desenvolvemos um
imunossensor eletroquimico com deteccéo por voltametria de pulso diferencial em
um eletrodo de grafite modificado com poli(3-HFA), funcionalizado com o peptideo
que discriminou eficientemente animais doentes de sadios, portanto,
apresentamos neste trabalho um dos primeiros sensores bioldégicos com potencial
utilizacdo em campo para triagem de animais com brucelose, o qual apresenta
caracteristicas favoraveis, como simplicidade e facilidade no manuseio, alta
sensibilidade e baixo custo, além de ndo requer mao de obra especializada.

Interessantemente, formulagées vacinais com 0os mesmos peptideos que
reconhecem de maneira eficaz a resposta humoral, produziram uma resposta
imune celular baseada na producédo de TNFa, bem como uma resposta humoral
com altos niveis de IgG2a e IgG1l, que sugerem um provavel efeito protetor,

porém ensaios com desafios in vivo deverao ser feitos para comprovagao.
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