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(57) Resumo: A presente invencdo esta relacionada com o campo técnico da biotecnologia, sendo caracterizada por
compreender a sequéncia aminoacidica QTDLDYLHPLINSWN capaz de induzir a producdo de anticorpos especificos que
reconhecem a aflatoxina B1. Com o objetivo de substituir conjugados de aflatoxina em imunizagGes e propor um modelo de
imunizacdo contra a toxina, foi obtido o imunégeno baseado no mimotopo, i.e. peptideo mimético de aflatoxina expresso na
superficie de bacteriéfagos. O bacteriéfago recombinante 3P30 foi selecionado pela técnica de phage display (Fig. 1,2 e 3) e
exibiu habilidade de ligagao especifica ao seu alvo cognato, anticorpo anti-AFB1 (Fig. 4), quando comparado a ligantes
irrelevantes (Fig. 5), demonstrando perfil dose dependente (Fig. 6). Em ensaio de imunizagdo, o mimotopo expresso em fago e o
peptideo sintetizado quimicamente foram capazes de induzir anticorpos anti-peptideo que reconhecem a aflatoxina (Fig. 7). Esta
estratégia comprova o mimetismo entre o peptideo e a toxina, permitindo a aplicagdo do peptideo mimético de aflatoxina para o
desenvolvimento de vacinas.
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SEQUENCIA PEPTIDICA MIMETICA DE AFLATOXINA APLICADA COMO
IMUNOGENO

Campo da lnvencdo

[001]. O campo técnico da presente invencdo estd
relacionado com a biotecnologia, em particular ao peptideo mimético
de dflatoxina e sua aplicacdo como imundégeno para ©
desenvolvimento de vacinas.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Téchica

[002]. Aflatoxina € um metabdlito téxico produzido por
fungos do género Aspergillus. Caracteriza-se como molécula de baixa
massa molecular ndo imunogénica (i.e. hapteno) que induz a doenca
aflatoxicose em humanos e animais domésticos (WHO, 2002).
Notavelmente, 4,5 bilhdes de pessoas de paises em desenvolvimento
sdo expostas cronicamente a altas quantidades de aflatoxinas, sendo
qgue a ingestdo de aflatoxinas durante um longo periodo, mesmo em
baixas concentracoes, eleva significativamente o risco de carcinoma
hepatocelular e tumores exitra-hepdaticos (GNONLONFIN et al., 2013). Em
animais domeésticos, par@metros de produtividade, como ganho de
peso, conversdo alimentar, mortalidade e condenacdes ao abate, sGo
afetados negativamente quando grdos contaminados com aflatoxinas
sdo fornecidos pela racdo (WHO, 1993).

[003]. A vacinacdo para protecdo contra aflatoxicose foi
ambito de estudo em aves comerciais (WILKINSON et al., 2003) e vacas
leiteiras (POLONELLI et al., 2011), utilizando conjugados de aflatoxina
como imundgeno vacinal. Enfretanto, devido a baixa imunogenicidade
da toxina e ao risco de reversdo de toxicidade, a aflatoxina pode ndo
representar um modelo ideal de imundgeno para vacinacdo. A
substituicdo da toxina por um antigeno mimético constitui uma das

estratégias propostas pela técnica de phage display (GALAN et al.,
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2016). Esta estratégia reflete o refinamento da tfecnologia, onde
peptideos expressos por fagos, ligantes de anticorpo monoclonal, sdo
gerados para o propodsito de imunizacdo com o objetivo de induzir
anficorpo anti-peptideo que também € capaz de reconhecer o
anfigeno nativo (HENRY et al., 2015). Desta forma, a partir da sequéncia
peptidica mimética de aflatoxina pode ser produzido um imundgeno
vacinal capaz de induzir a producdo de anticorpos especificos sem
exposicdo d toxina, evitando efeitos tdxicos indesejdveis.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[004]. A presente invencdo € um peptideo que mimetiza o
epitopo da aflatoxina reconhecido pelo anticorpo anti-aflatoxina. A
técnica de phage display permite a selecdo de bacteriofagos que
expressam peptideos recombinantes com afinidade por uma molécula
alvo (SCOTT & SMITH, 1990). Caso a molécula empregada para a
biosselecdo frente & biblioteca de fagos seja um anticorpo anti-
aflatoxina, sdo adquiridos peptideos com afinidade pelo local de
ligacdo da aflatoxina ao anticorpo, ou seja, os peptideos mimetizam a
afinidade especifica da aflatoxina com a regido varidvel do anficorpo.
Desta forma, esses peptideos podem ser ufilizados em imunizacdes e
induzir a producdo de anticorpos anti-aflatoxina, semelhantes ao
anticorpo utilizado como molécula alvo na técnica de phage display,
mas sendo produzido sem o contato com a propria toxina.

[0035]. Compreende o ineditsmo da presente invencdo o
imundégeno constituido por um peptideo mimético capaz de induzir a
producdo de anficorpos especificos que reconhecem a aflatoxina.
Estudos anteriores com peptideos miméticos de aflatoxina tiveram
como objefivo a substituicdo da toxina em imunodiagndsticos.
THIRUMALA-DEVI et al. (2001), LI et al. (2012) e WANG et al. (2013)
obtiveram peptideos miméticos de aflatoxina, mas ndo buscaram

demonstrar o desempenho destes peptideos em imunizacoes. Visto que
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apresentavam objetivos dispares do presente estudo, os pepftideos
obtidos entre os estudos sGo considerados diferentes entre si.

[006]. Apesar da importGncia de estudos anteriores,
buscando a retirada da toxina como reagente de imunoensaios,
técnica de phage display permite que peptideos miméticos
selecionados possam induzir anticorpos anti-peptideo que reconhecem
a propria aflatoxina. Esta estratégia representa a comprovacdo do
mimetismo entre o peptideo e a toxina, permitindo a aplicacdo do
peptideo mimético de aflatoxina para o desenvolvimento de vacinas.

Descricdo detalhada da Invencdo

[007]. A técnica de phage display consiste na realizacdo de
ciclos de selecdo (pannings) para friagem de bibliotecas de fagos
expressando peptideos randdmicos na superficie viral (BONNYCASTLE et
al., 1996). Quatro bibliotecas expressando peptideos de 8-mer (LX-4), 12-
mer (XCXsCX), 15-mer (X15) e 17-mer (CgXCs) foram expostas d molécula
alvo — anticorpo monoclonal anfi-aflatoxina A?555 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) — adsorvida em superficie sélida (Nunc-Immuno, MaxSorp F?6,
NUNC Brand Products, Roskilde, Dinamarca), com o objetivo de
identificar possiveis ligantes de interesse que mimetfizem a referida
toxina.

[008]. A sequéncia aminoacidica € QTDLDYLHPLINSWN. A
estrutura em lefras maiUsculas estd padronizada por convencdo
infernacional onde os 20 residuos de aminodcidos primdarios sdo
designados por um simbolo de uma Unica lefra, a saber, Q representa
residuo de glutamina, T de treonina, D aspartato, L leucinag, Y firosina, H
histidina, P proling, | isoleucina, N asparagina, S serina, e W triptofano.

[009]. A presente invencdo também estd relacionada a
seguinte sequéncia nucleotidica que codifica a sequéncia peptidica
acima: CAG ACT GAT TTG GAT TAT CTT CAT CCT CTG ATT AAT TCG TGG

Peticaio 870170073730, de 29/09/2017, pég. 10/25



4/12

AAT, onde C representa citosina, A representa adenina, G representa
guanina e T representa fimina.

[010]. Os ciclos de selecdo (pannings) foram realizados
conforme descrito anteriormente (SCOTT & SMITH, 1990; LUNDER et al.,
2008), com algumas modificacdes. Em fase sélida, 10 pg/uL de
anticorpo monoclonal anti-AFB1 diluido em tampdo carbonato (100 mM
NaHCOs, pH 8,6) foram incubados por 16 horas a 4°C. Apds cinco
lavagens com tampdo TRIS salino contendo Tween 0,05% - TBS-T 0,05%
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7.5), os pocos foram
saturados com solucdo de blogueio (TBS suplementado com 3%
albumina sérica bovina) por 1 h a 37°C, seguido por cinco lavagens
com TBS-T 0,05%. Para a selecdo de dafinidade, uma aliquota das
bibliotecas (1x10'! transduction units (TU) por mL) diluida em TBS-T 0,05%
a um volume final de 100 yL por poco foi distribuida na placa saturada.
Apss incubacdo por 16 h a 4°C, os pocos foram intfensamente lavados
para remover eficientemente fagos ndo ligados e fagos inespecificos. O
procedimento incluiu 25 lavagens com TBS-T 0,2% e quatro lavagens
com solucdo de eluicdo (0,1 M glicina-HCI, pH 2,2), adicionando 200 uL
por poco sob agitacdo em agitador orbital por 5 minutos a 50 rpm.
Fagos ligantes foram obtidos com solucdo de eluicdo e sonicacdo a 50
Hz por 10 minutos a 25°C (LUNDER et al., 2008). A solucdo eluida foi
recuperada e imediatamente neutralizada com solucdo TRIS-HCI (T M
Tris-HCI, pH 9,0) para posterior titulacdo em Escherichia coli K91 fase log,
amplificacdo (aproximadamente 102 TU/mL) e precipitacdo com
solucdo de polietilenoglicol (PEG) 8000. Por dois ciclos de selecdo
subsequentes, quantidades reduzidas de antficorpo monoclonal (1 e 0,1
mg/mL para o segundo e terceiro pannings, respectivamente) foram
ufilizadas com o objetivos de enriquecer a afinidade dos fagos

selecionados.
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[O11]. Para avaliar a antigenicidade dos peptideos
selecionados por phage display, o seguinte ELISA indireto foi conduzido.
Coldnias individualizadas contendo fagos de cada panning foram
selecionadas e amplificadas por 16 h a 37°C em meio LB com 20 ug/mL
de tetfraciclina. Os sobrenadantes contendo fagos foram obtidos por
centrifugacdo (1.600 x g, 20 minutos, 4°C) e analisados por afinidade
com anticorpos especificos e irrelevantes. Placas de microtitulacdo
foram adsorvidas por 16 horas a 4°C com anticorpo monoclonal ou
policlonal anti-AFB1 (A8679, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) ou ainda com
cada ligante irrelevante - BSA, anficorpo monoclonal mAb7
(ALVARENGA et al., 2003), 1IgG de coelho ndo-imunizado ou IgG de
camundongo ndo-imunizado. Apds lavagem (PBS, 0,05% Tween 20) e
blogueio (PBS, 2% caseina), 10!, 100, 102 e 108 TU/mL de fagos
expressando peptideos recombinantes ou ainda fago silvestre foram
adicionados e incubados por 1 h a 37°C. Entende-se por fago silvestre
aquele idénfico ao presente nas bibliotecas, mas que ndo expressa
peptideos exdgenos na superficie viral. Para verificacdo da interacdo
anticorpo-fago, a placa foi incubada por 1 h a 37°C com anticorpo
anti-M13 conjugado & peroxidase, produzido em camundongo (GE
Health Care, Buckinghamshire, Inglaterra), diluido 1:5.000 em solu¢cdo de
incubacdo (PBS, 025% caseina, 0,05% Tween 20). Complexos antigeno-
anticorpo foram determinados por atividade da peroxidase usando O-
fenilenodiamina (OPD) como cromodgeno e perdxido de hidrogénio 30%
como substrato em tampdo citrato (50 mMM Na2HPO4, 27 mM dcido
citrico, pH 5,0) para medicdo da absorbéncia a 490 nm.

[012]. Os fagos com maior reatividade e especificidade
(absorbdncia ao menos duas vezes maior que o fago silvestre) foram
selecionados para sequenciamento de DNA e subseqguente
identificacdo da sequéncia peptidica inserida nos fagos.

Aproximadamente 100 ng de DNA de fita simples foram purificadas
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usando kit QIA prep Spin M13 (Qiagen, Alemanha). Reacdes de
sequenciamento foram realizadas de acordo com o método de Sanger,
usando kit BigDye Terminator v3.1 (Thermo Scientific, Waltham, EUA)
para sequenciamento automdtico com sequenciador Applied
Biosystems 3130 (Thermo Scientific, Waltham, EUA). O iniciador reverso 5’
- GCT CAG GGG AGT AAA CAG GA - 3' (Exxtend, Campinas, Brasil) foi
usado para sequenciamento. A sequéncia peptidica de seis clones de
fagos validados - 3P8, 3P13, 3P19, 3P20, 3P23 e 3P30 - foi deduzida
usando servidor Expasy (www.expasy.org) e anadlisada com 0s
programas HHPred, Pepdraw, Pepsearch, PeptideMass e ProtParam
para caracterizar a sequéncia. Os respectivos clones demonstraram
sequéncias nucleotidicas idénticas, sendo correspondente a peptideos
selecionados da biblioteca X15, que expressa peptideos lineares de 15
residuos.

[013]. A sequéncia peptidica do mimotopo de aflatoxina com
massa molar de 1.825 Da e ponto isoelétrico tedrico de 3,91 exibe
residuos hidrofébicos ndo carregados, como lisina, prolina e triptofano,
que contribuem para o aumento da hidrofobicidade — maior que 40% -
e expressa parcial solubiidade em dgua. A comparacdo com
sequéncias de mimotopos de aflatoxina previomente selecionadas por
anticorpos anti-AFB1 (THIRUMALA-DEVI et al., 2001, LI et al., 2012 e WANG
et al., 2013) ndo revelou homologia em relacdo a sequéncia
aminoacidica obtida, assim como ndo foram detectados dominios
conservados putativos em bancos de dados disponiveis por BLAST 2.7.0
(ALTSCHUL et al., 1997). Thirumala-Devi et al. (2001) e Liuv et al. (2012)
sugerem a sequéncia consenso ..CYMDXC.." e ‘HXXXPXH’,
respectivamente, para sequéncia de mimotopos selecionados (sendo X
qualquer residuo de aminodcido). Wang et al. (2013) obtiveram cinco
sequéncias diferentes, obtendo as sequéncias consenso ‘PHPWNP' e

‘TXHRNW'. Os aminodcidos mais comuns foram prolina (P), triptofano
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(W) e histidina (H), revelando apenas similaridade de interacdo de
diferentes anficorpos anti-AFB1 com a aflatoxina.

[014]. O peptideo foi sintetizado por Aminotech (Sdo Paulo,
Brasil), com pureza igual ou superior a 95% para conjugacdo por
extensdo C-terminal de cisteina a BSA ou ovalbumina (OVA), conforme
descrito por Capelli-Peixoto et al. (2011). Desta forma, o peptideo
conjugado a BSA foi utilizado como imundgeno.

[015]. A imunizacdo de camundongos com fago foi realizada
essencialmente como descrito por Galfré et al. (1996), tendo aprovacdo
do comité de ética da Universidade Federal do Parand, processo
numero 23075.073175/2015. Resumidamente, o clone de fago 3P30
(Ix101" TU em 100 pyL de TBS) foi injetado via subcuténea em
camundongos Swiss, fémeas de 3-4 semanas de idade. Grupos de
camundongos também foram injetados com BSA conjugado a AFBI
(A6655, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) ou peptideo sintético (25 pg
dissolvido em tampdo fosfato salino, PBS 50 mM, pH 7,4). Os
camundongos dos grupos controles foram injetados com fago silvestre
ou fago irrelevante 3P25, escolhido aleatoricamente do terceiro ciclo de
selecdo. Todos os grupos foram compostos de quatro animais e
receberam suspensdes (1:1) de fago com adjuvantes: adjuvante
completo de Freund para a primeira imunizacdo e adjuvante
incompleto de Freund para imunizacdes subsequentes. Duas
imunizacoes adicionais foram realizadas em intervalos de 2-3 semanas,
seguido de imunizacdo final apdés uma semana. Os camundongos
foram sangrados sete dias apds a fterceira e quarta imunizagcdes para a
coleta de soro. Os soros foram mantidos a -20 ° C até a avaliacdo da
resposta imune induzida pela imunizacdo. Para isto foi realizado um
ELISA indireto para determinacdo de anticorpos anti-peptideo e anti-
AFB1.
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[016]. Placas de microfitulacdo (Nunc-Imuno, MaxiSorp F?6,
Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram revestidas a 4°C durante 16 horas
com 10 uyg/mL de peptideo sintético acoplado a BSA, AFB1-BSA ou BSA
em tampdo carbonato, pH 8,6, conforme descrito anteriormente, e foi
avaliada a reatividade contra soros de camundongos imunizados com
peptideo conjugado com BSA, AFB1-BSA e clones de fago (3P30, fago
irelevante 3P25 e fago silvestre). Apds lavagem, a placa foi incubada
por 1 h a 37°C com conjugado anti-lIgG murino marcado com
peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), diluido 1: 4000 em solugcdo de
incubacdo. O titulo de anticorpos especificos foi derivado da reciproca
diluicdo da amostra correspondendo a OD490 nm = 0,05 apds correcdo
dos valores de reatividade de BSA. Os resultados sdo apresentados
como fitulo médio * desvio padrdo por grupo de camundongos
imunizados.

Legendas das figuras

[017]. FIGURA 1: Representacdo esquematica do procedimento
de selecdo (panning). Bibliotecas de fagos foram selecionadas contra
anficorpo anfi-AFB1 (A) e apds lavagem foram removidos os fagos ndo
ligantes e inespecificos (B). Os fagos ligados foram eluidos (C),
permitindo a recuperacdo dos clones de fagos especificos, que foram
amplificados (D) para serem submetidos ao proximo ciclo de selecdo
e/ou testados quanto a especificidade.

[018]. FIGURA 2: Enriquecimento e reatividade dos fagos
selecionados usando anticorpo anti-AFB1 apds trés ciclos de selecdo. O
nUmero de particulas virais recuperadas apds cada panning (PI, Pll e
Plll) e a reatividade contra anticorpo anti-AFB1 sdo demonstradas como
TU (transduction units/mL e absorbdncia (490 nm), respectivamente. A
absorbdncia média do fago silvestre foi subtraida da absorbéncia de
cada panning. Foi observado um enriquecimento significativo da

afinidade dos pools de fagos obtidos de cada panning, indicado por

Peticaio 870170073730, de 29/09/2017, pég. 15/25



?/12

uma reducdo de 102 TU/mL de fagos recuperados entre o primeiro e
segundo pannings. Em confrapartida, a reatividade dos fagos eluidos
aumentou apds o terceiro ciclo, sendo oito vezes maior que no segundo
ciclo.

[019]. FIGURA 3: Screening dos clones de fagos recuperados.
Colénias individualizadas contendo fagos de cada panning foram
amplificadas e analisadas quanto a ligacdo ao anticorpo especifico
anti-AFB1 por ELISA. Fagos foram detectados usando anticorpo anti-M13
conjugado 4  peroxidase. Reatfividode demonstrada como
anbsorbdncia (490 nm) * desvio padrdo, tendo o fago silvestre como
controle. Aproximadamente 82 clones foram randomicamente testados
e nove foram ligantes de anticorpo anti-AFB1. Os fagos selecionados
apresentaram reatividade ao menos 20 vezes maior que o fago silvestre.

[020]. FIGURA 4: Reatividade de clones de fagos especificos (3P4
a 3P30) e irrelevante (3P25) a 10'2 TU/mL com anficorpo anti-AFB1,
demonstrada como absorbdncia (490 nm) = desvio padrdo. A
especificidade dos clones foi determinada como valores de
absorbdncia com anticorpos monoclonal e policlonal anti-AFB1. Esta
especificidade ndo foi observada com o fago irrelevante 3P25 ou fago
silvestre, indicando que a reatividade ocorre entre o anticorpo e os
peptideos recombinantes fusionados no capsideo dos fagos especificos.

[021]. FIGURA 5: Reatividade de clones de fagos especificos (3P4
a 3P30) e irrelevante (3P25) a 10" TU/mL com ligantes irrelevantes,
demonstrada como absorbdncia (490 nm) + desvio padrdo. Nenhum
fago demonstrou especificidade por BSA ou anticorpo de camundongo
ndo imunizado. Enfretanto, alguns clones (3P4, 3P5 e 3P1¢)
demonstraram reconhecimento inespecifico por anticorpo monoclonal
mAb7, anticorpo policlonal de coelho ndo-imunizado, indicando que

estes clones foram menos especificos que outros clones selecionados.
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[022]. FIGURA 6: Reatividade de clones de fagos especificos (3P4
a 3P30) e irrelevante (3P25) a 10!, 1019, 107 e 108 TU/mL com anticorpo
monoclonal anti-AFB1, demonstrada como absorbdncia (490 nm) +
desvio padrdo. Os fagos selecionados exibiram um perfil dose-
dependente: a reducdo da concentracdo de fagos de 10! a 108 TU/mL
esteve acompanhada de reducdo da reatividade com o anticorpo
monoclonal anti-AFB1, enquanto nenhuma interferéncia foi observada
com fago irrelevante 3P25 ou fago silvestre. Esse resultado também
indica que os peptlideos expressos pelos fagos selecionados
representam o sitio de ligacdo com o anticorpo anti-AFB1.

[023]. FIGURA 7: Imunogenicidade de clones de fagos
selecionados e peptideo sintético. ELISA indireto de fitulo de anticorpos
em soro de camundongos imunizados com peptideo-BSA, AFB1-BSA,
fago especifico 3P30, fago irelevante 3P25 ou fago silvestre,
demonstrado como média e desvio padrdo de titulo reciproco de cada
grupo. Os resultados revelam a presenca de anficorpo anti-peptideo
em fodos os grupos analisados. Para o grupo imunizado com peptideo,
o fitulo de anticorpo anti-peptideo foi duas vezes maior comparado
com 0s grupos imunizados com AFB1, 3P30, 3P25 e fago silvestre. O
grupo imunizado com AFB1-BSA produziu titulos maiores de anticorpo
anfi-AFB1. Comprovando o mimetismo do peptideo, camundongos
imunizados com peptideo-BSA também foram capazes de produzir
antficorpos anti-AFB1, apesar de apresentar titulo menor que o grupo
imunizado com AFB1-BSA. Esse resultado destaca a habilidade do
peptideo mimético induzir resposta imune humoral com producdo de
anficorpo anti-AFB1 sem exposicdo prévia a propria toxina.
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REIVINDICACOES

1. Antigeno mimético de aflatoxina, caracterizado por possuir a
sequéncia aminoacidica SEQ ID N° 1 que compreende o
peptideo QTDLDYLHPLINSWN.

2. Sequéncia peptidica mimética de aflatoxina caracterizada por,
de acordo com a reivindicacdo 1, na qual i) induz produtos do
sistema  imunoldgico, i.e. anticorpos, produzidos contra
aflatoxinas; i) a sequéncia peptidica SEQ ID N° 1 é codificada
pela sequéncia nucleotidica original SEQ ID N° 2: CAG ACT GAT
TTG GAT TAT CTT CAT CCT CTG ATT AAT TCG TGG AAT; i) obtido
por sintese quimica, o aminodcido C (cisteina) carboxi-terminal
inferage com o espacador para conjugacdo com proteinas
carreadoras; iv) obtido biologicamente, cuja informacdo
genética foi inserida em bacteridfago filamentoso selecionado

por phage display.

3. Composicdo imunogénica para aflatoxina, caracterizada pela

sequéncia peptidica SEQ N° 1 ligada a uma proteina carreadora.

4. Composicdo imunogénica para aflatoxina, caracterizada pela
sequéncia peptidica SEQ N° 1 exposta no capsideo viral de

bacteridfago filamentoso f88.4.

5. Uso da composi¢cdo imunogénica para aflatoxina, caracterizada
pelas reivindicacdes 3 ou 4 como agente indutor de resposta
imunolégica e por atuar como imunégeno para producdo de

anticorpos especificos anti-aflatoxina.
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RESUMO

SEQUENCIA PEPTIDICA MIMETICA DE AFLATOXINA APLICADA COMO
IMUNOGENO

A presente invencdo estd relacionada com o campo técnico da
biotecnologia, sendo caracterizada por compreender a sequéncia
aminoacidica QTDLDYLHPLINSWN capaz de induzir a producdo de
anficorpos especificos que reconhecem a aflatoxina B1. Com o objetivo
de substituir conjugados de aflatoxina em imunizacdes e propor um
modelo de imunizacdo confra a toxina, foi obtido o imundgeno
baseado no mimotopo, i.e. peptideo mimético de aflatoxina expresso
na superficie de bactericfagos. O bacteriéfago recombinante 3P30 foi
selecionado pela técnica de phage display (Fig. 1, 2 e 3) e exibiu
habilidade de ligacdo especifica ao seu alvo cognato, anticorpo anti-
AFB1 (Fig. 4), quando comparado a ligantes irrelevantes (Fig. 5),
demonstrando perfil dose dependente (Fig. 6). Em ensaio de
imunizacdo, o mimotopo expresso em fago e o peptideo sintetizado
guimicamente foram capazes de induzir anticorpos anti-peptideo que
reconhecem a aflatoxina (Fig. 7). Esta estratégia comprova o
mimetismo entre o peptideo e a toxina, permitindo a aplicacdo do

peptideo mimético de aflatoxina para o desenvolvimento de vacinas.
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