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Resumo 
 
 
 
 

BOTTON, Nadálin Yandra. Construção, caracterização, antigenicidade e 
imunogenicidade de proteína multiepítopo dos Alphaherpesvirus bovinos 1 e 
5. 2024. 87f. Tese (Doutorado em Ciências) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2024.  

 
 

Os herpesvirus bovinos são importantes microrganismos causadores de distúrbios 
respiratórios, reprodutivos e encefálicos que ainda acometem as criações de bovinos 
em todo o mundo, podendo também afetar bubalinos, ovinos e caprinos. A vacinação 
é o método mais efetivo de controle e redução das doenças provocadas por esses 
microrganismos, e nesse âmbito, diferentes plataformas vacinais têm sido 
desenvolvidas ao longo dos anos com essa finalidade. O objetivo deste estudo foi o 
desenvolvimento de uma proteína multiepítopo a partir da união de epítopos 
imunodominantes das glicoproteínas B, C e D dos BoAHVs 1 e 5, e sua avaliação para 
utilização em teste diagnóstico e vacinação de bovinos sob condições de campo. 
Inicialmente foi realizada a recuperação (NCBI) e curadoria (MUSCLE e BLASTp) das 
sequencias das glicoproteínas dos organismos de interesse, para posterior predição 
de epítopos reconhecidos por linfócitos B (BepiPred 2.0), células T citotóxicas 
(NetMHCpan EL 4.1) e células T helper (NetMHCIIpan 4.0). Posteriormente à análise 
de antigenicidade (VaxiJen 2.0), a proteína multiepítopo, que daria origem à vacina 
multiepítopo, foi montada utilizando os ligantes GGGGS e EAAAK entre os epítopos 
de uma mesma glicoproteína ou entre os epítopos de glicoproteínas diferentes, 
respectivamente. Após, as análises de parâmetros físico-químicos e perfil de 
alergenicidade, foram realizadas através dos servidores ProtParam e AlgPred seguida 
de uma nova análise de antigenicidade (VaxiJen 2.0). A modelagem e o docking 
molecular foram realizados através dos servidores I-TESSER e ClusPro, 
respectivamente, com o modelo do receptor TLR bovino obtido através do banco de 
dados AlphaFoldDB. Para a expressão da proteína multiepítopo o vetor pET24a 
contendo o gene de interesse foi utilizado para transformar a cepa de E. coli BL21 
(DE3) Star por choque térmico. O cultivo foi realizado em 500 mL de meio LB líquido 
sob condições ideias para o seu crescimento e expressão da proteína multiepítopo. 
Em seguida a amostra foi processada e em sequência purificada por cromatografia de 
afinidade no equipamento AKTA Purifier, para posterior diálise e quantificação por 
BCA. A caracterização foi realizada por Western blotting e a antigenicidade por teste 
de ELISA indireto com protocolo in house. A imunogenicidade foi avaliada a partir da 
imunização de 5 bovinos com 400 µg da proteína multiepítopo conjugada com o 
adjuvante Montanide™ ISA 50 V2, pela via intramuscular (vacina multiepitopo). O 
grupo placebo foi inoculado com solução salina tamponada (PBS). Para determinação 
do nível de anticorpos totais IgG, o teste de ELISA indireto, com protocolo in house, 
foi empregado. A proteína multiepítopo apresenta 321 aminoácidos, peso molecular 



 

de 33.24 kDa, pI teórico de 9.88, estimativa de meia vida em E. coli de >10 horas, 
GRAVY de -0,507, antigenicidade de 1.1543 e se caracteriza como instável e sem 
potencial alergênico. A proteína multiepítopo também é capaz de interagir com alta 
energia de interação (-1264.7 kcal/mol) com 88 membros do cluster. Suas frações 
solúvel e insolúvel foram reconhecidas pelo anti-HIS6x em um Western blotting, 
caracterizando-a pelo seu peso molecular de ~33 kDa. A proteína multiepítopo foi 
fortemente reconhecida pelos anticorpos IgG-anti-alphaherpesvirus dos soros 
bovinos, demonstrando sua antigenicidade. A vacina multiepitopo foi capaz de induzir 
uma resposta imunológica humoral a nível de IgG total. A proteína multiepítopo pode 
ser utilizada em testes diagnósticos e em vacinas contra os Alphaherpesvirus bovinos 
1 e 5. 

  
 

 
Palavras-chave: herpesvirus bovinos; bioinformática; vacina multiepítopo; 
diagnóstico; glicoproteínas.



 

Abstract 
 
 
 
 

BOTTON, Nadálin Yandra. Construction, characterization, antigenicity and 
immunogenicity of multiepitope protein of Bovine alphaherpesvirus 1 and 5. 
2024. 87f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2024. 

 
 

Bovine herpesviruses are significant microorganisms responsible for respiratory, 
reproductive, and encephalic disorders that continue to affect cattle farming worldwide, 
with potential impacts on buffaloes, sheep, and goats as well. Vaccination is the most 
effective method for controlling and reducing diseases caused by these 
microorganisms. In this context, various vaccine platforms have been developed over 
the years to achieve this goal. The objective of this study was the development of a 
multiepitope protein derived from the union of immunodominant epitopes of 
glycoproteins B, C, and D of BoAHVs 1 and 5, and its evaluation for use in diagnostic 
tests and vaccination of cattle under field conditions. Initially, the retrieval (NCBI) and 
curation (MUSCLE and BLASTp) of the glycoprotein sequences of the target 
organisms were performed, followed by the prediction of epitopes recognized by B 
lymphocytes (BepiPred 2.0), cytotoxic T cells (NetMHCpan EL 4.1), and helper T cells 
(NetMHCIIpan 4.0). Subsequently, after the antigenicity analysis (VaxiJen 2.0), the 
multiepitope protein, which would serve as the basis for the multiepitope vaccine, was 
constructed using GGGGS and EAAAK linkers between epitopes of the same 
glycoprotein or between epitopes of different glycoproteins, respectively. Following 
this, analyses of physicochemical parameters and allergenicity profiles were 
conducted using ProtParam and AlgPred servers, respectively, followed by another 
antigenicity analysis (VaxiJen 2.0). Protein modeling and molecular docking were 
performed using the I-TASSER and ClusPro servers, respectively, with the bovine 
TLR-7 receptor model obtained from the AlphaFoldDB database. For the expression 
of the multiepitope protein, the pET24a vector containing the gene of interest was used 
to transform the E. coli BL21 (DE3) Star strain via heat shock. Cultivation was carried 
out in 500 mL of liquid LB medium under optimal conditions for growth and expression 
of the multiepitope protein. The sample was then processed and subsequently purified 
using affinity chromatography on an ÄKTA Purifier system, followed by dialysis and 
quantification using the BCA method. Characterization was performed through 
Western blotting, and antigenicity was evaluated via indirect ELISA using an in-house 
protocol. Immunogenicity was assessed by immunizing five cattle with 400 µg of the 
multiepitope protein conjugated with Montanide™ ISA 50 V2 adjuvant, administered 
intramuscularly (multiepitope vaccine). The placebo group was inoculated with 
phosphate-buffered saline (PBS). To determine total IgG antibody levels, an indirect 
ELISA test using an in-house protocol was employed. The multiepitope protein 
consists of 321 amino acids, has a molecular weight of 33.24 kDa, a theoretical pI of 



 

9.88, an estimated half-life in E. coli of >10 hours, a GRAVY score of -0.507, 
antigenicity of 1.1543, and is characterized as unstable and non-allergenic. The 
multiepitope protein was also capable of interacting with a high binding energy (-1264.7 
kcal/mol) with 88 cluster members. Its soluble and insoluble fractions were recognized 
by anti-HIS6x antibodies in a Western blotting assay, confirming its molecular weight 
of approximately ~33 kDa. The multiepitope protein was strongly recognized by IgG 
anti-Alphaherpesvirus antibodies from bovine sera, demonstrating its antigenicity. The 
multiepitope vaccine successfully induced a humoral immune response at the total IgG 
level. The multiepitope protein can be employed in diagnostic tests and vaccines 
against bovine Alphaherpesviruses 1 and 5. 
 
   
 
Keywords: bovine herpesviruses; bioinformatics; multiepitope vaccine; diagnosis; 
glycoproteins.
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1 Introdução 

  

Os Alphaherpesvirus bovinos são agentes virais de grande impacto econômico 

na pecuária, afetando especialmente bovinos (Silva et al., 2021). Dentre suas 

espécies, o Varicellovirus bovinoalpha1 (BoAHV-1) está associado a doenças 

respiratórias e reprodutivas, podendo levar à infertilidade e abortos (Nandi et al., 

2009), enquanto o Varicellovirus bovinoalpha5 (BoAHV-5) é o principal responsável 

por manifestações neurológicas, incluindo encefalite letal, especialmente em animais 

jovens (Zajac et al., 2010). Esses vírus possuem ampla distribuição mundial, o que 

reforça sua relevância sanitária e econômica (Can-Sahna et al., 2024; Engdawork et 

al., 2024; Hao et al., 2024; Paredes-Galarza et al., 2024; Petrini et al., 2024; Verma et 

al., 2024). 

As doenças causadas pelos BoAHV representam um desafio significativo, 

especialmente para o Brasil, que possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, 

com cerca de 238,6 milhões de cabeças de gado (IBGE, 2023). Mais que as doenças, 

esses vírus possuem a capacidade de estabelecer infecções latentes em células 

nervosas de seus hospedeiros, que culminam com episódios imprevisíveis de 

reativação e excreção viral, e contribuem para a persistência da infecção nos 

rebanhos, especialmente em áreas endêmicas (Ostler; Jones, 2023).  

Resumidamente, a partícula viral dos BoAHV é composta por um genoma de 

DNA linear de fita dupla, encapsulado em um capsídeo de formato icosaédrico que é 

imediatamente recoberto por uma camada proteica amorfa denominada de 

tegumento. A porção mais externa desta partícula é o envelope, e este contém 

inúmeras projeções de glicoproteínas que desempenham funções essenciais para a 

replicação e disseminação viral (Gatherer et al., 2021). 

As glicoproteínas B (gB), C (gC) e D (gD) dos BoAHV 1 e 5 apresentam uma 

alta homologia estrutural e funcional, sendo fundamentais na interação viral com 

receptores celulares e no processo de fusão com a célula hospedeira. Além disso, são 

alvos principais da resposta imunológica celular e humoral (Levings et al., 2015; 

Rashmi et al., 2024) Estudos indicam que essas glicoproteínas compartilham entre 

75% e 98% de identidade na sequência de aminoácidos entre as espécies virais,
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tornando-se alvos promissores para o desenvolvimento de vacinas capazes de 

conferir proteção cruzada contra ambos os vírus (Delhon et al., 2003; Marin et al., 

2020). Diante da importância das glicoproteínas virais na biologia do vírus, pesquisas 

recentes têm direcionado esforços para o desenvolvimento de candidatos vacinais 

baseados nessas proteínas (Araújo et al., 2018; Wen et al., 2020; Quinteiro-Barbosa 

et al., 2023; Hoa et al., 2024). 

Embora as vacinas convencionais tenham um papel importante no controle das 

infecções pelos BoAHV, suas limitações precisam ser superadas (Krishnagopal; Van 

Drunen Little-Van Den Hurk, 2024). As vacinas vivas atenuadas, apesar de induzirem 

respostas imunológicas rápidas e duradouras, podem causar abortos quando 

administradas em fêmeas prenhes. Já as vacinas inativadas, seguras para matrizes 

gestantes, frequentemente desencadeiam respostas imunes menos robustas (Pathak 

et al., 2025).  

Nesse contexto, a imunoinformática surge como uma alternativa promissora, 

permitindo o desenvolvimento racional de vacinas por meio de ferramentas 

computacionais capazes de identificar alvos imunogênicos dentro de um genoma 

conhecido. Essa abordagem possibilita a seleção de epítopos que sejam 

reconhecidos por células T e B, como ocorre com as glicoproteínas B, C e D dos 

BoAHV, e a execução de uma série de análises in sílico no alvo específico de 

pesquisa, antes das avaliações in vitro e in vivo, reduzindo, principalmente, o tempo e 

os custos envolvidos na fase inicial de experimentação (Korber et al., 2006; Hedge et 

al., 2018; Mehmood et al., 2021; Shawan et al., 2023).  

Assim, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma 

proteína multiepítopo a partir da combinação de epítopos imunodominantes das 

glicoproteínas B, C e D dos BoAHV 1 e 5, utilizando estratégias de imunoinformática. 

Além disso, avaliou-se seu potencial para aplicação tanto em testes diagnósticos 

quanto na vacinação de bovinos sob condições de campo, visando aprimorar as 

estratégias de controle dessas infecções. 

 



 
 

2 Revisão da Literatura 

2.1 Histórico dos BoAHV 

Os alphaherpesvirus acompanharam o nascimento das civilizações e, 

provavelmente, a evolução dos animais que infectaram, especialmente através da sua 

bem-sucedida estratégia de sobrevivência que culmina em infecções latentes e 

hospedeiros infectados pelo resto da vida (Ujvari, 2008).  

 O BoAHV-1 foi primeiramente descrito na Alemanha no século XIX, mais 

precisamente no ano de 1841, por Büchner e Trommsdorf (1841), associado ao 

"Bläschenausschlag",  um exantema vesicular coital. A etiologia foi confirmada em 

1928, quando Reisinger e Reimann (1928) demonstraram a transmissão venérea da 

doença. Inicialmente, o BoAHV-1 estava restrito ao trato genital, manifestando-se 

como vulvovaginite pustulosa infecciosa (IPV) em fêmeas bovinas e balanopostite 

pustulosa infecciosa (IPB) em machos bovinos. No entanto, no ano de 1954, uma nova 

forma respiratória da infecção, a rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR), foi identificada 

em confinamentos nos Estados Unidos, espalhando-se para a Europa com a 

importação de gado leiteiro norte-americano (Schroeder; Movs, 1954). 

Atualmente, o BoAHV-1 é reconhecido como uma única espécie viral composta 

por três subtipos: BoAHV-1.1, BoAHV-1.2a e BoAHV-1.2b, que diferem geneticamente 

e em aspectos clínicos. O subtipo BoAHV-1.1 está associado a doenças respiratórias 

(IBR), enquanto o BoAHV-1.2a é relacionado com doença respiratória, IPV, IPB e 

casos de aborto. O subtipo 1.2b, em particular, não foi relacionado ao aborto, mas à 

IBR, IPB e IPV (Franco et al., 2017). Os subtipos de BoAHV-1 são amplamente 

distribuídos pelo mundo (Engdawork et al., 2024; Hao et al., 2024; Paredes-Galarza 

et al., 2024; Petrini et al., 2024).   

Já o BoAHV-5 foi reportado pela primeira vez no ano de 1962, na Austrália, por 

Johnston et al. (1962), causando encefalite em bovinos. A morfologia do vírion, o efeito 

citopático provocado em culturas de células e as propriedades antigênicas, levaram 

os pesquisadores a considerarem o vírus isolado uma variante neuropatogênica do 

BoAHV-1, que por muito tempo foi denominada de subtipo 1.3 (Franco et al., 2017).
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Posteriormente, estudos comparativos deste agente com diferentes cepas de 

BoAHV-1 baseados no mapeamento do sítio de restrição do DNA viral (Brake; 

Studdert, 1985), testes de neutralização cruzada e reatividade de anticorpos 

monoclonais (Metzler et al., 1986) indicaram que esses subtipos virais diferiam em 

propriedades genômicas e antigênicas, fazendo com que o Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus (ICTV) reconhecesse, o então subtipo 1.3 de BoAHV-1, como 

uma espécie viral distinta, reclassificando-o no ano de 1992 como BoAHV-5 (Roizman 

et al., 1992). Embora o BoAHV-5 seja mais restrito a América do Sul (Franco et al., 

2017; Paredes-Galarza et al., 2024), países como índia (Verma et al., 2024) e Turquia 

(Can-Sahna et al., 2024) têm reportado a sua presença nos rebanhos recentemente.  

2.2 Taxonomia  

As espécies de Alphaherpesvirus bovinos 1 e 5, recentemente renomeadas 

como Varicellovirus bovinoalpha1 (BoAHV-1) e Varicellovirus bovinoalpha5 (BoAHV-

5), estão classificadas na ordem Herpesvirales, família Orthoherpesviridae, subfamília 

Alphaherpesvirinae e gênero Varicellovirus. A família Orthoherpesviridae abrange, 

ainda, outras duas subfamílias (Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae), dentro 

das quais se encontram 17 gêneros e cerca de 105 espécies virais que afetam 

humanos e animais. Dentre estas espécies, 49 são classificadas na subfamília 

Alphaherpesviridae, sendo 20 delas, somente no gênero Varicellovirus (Gatherer et 

al., 2021).  

 2.3 Estrutura viral e organização genômica    

As partículas virais dos BoAHV são envelopadas, possuem cerca de 120-300 

nanômetros (nm) de diâmetro e contém em sua superfície numerosas protusões 

denominadas de glicoproteínas. Imediatamente abaixo do envelope, se encontra o 

tegumento, uma camada proteica amorfa que recobre o capsídeo, que por sua vez, 

apresenta formato icosaédrico, 100-110 nm de diâmetro e cinco proteínas 

conservadas (Franco et al., 2017).  

O genoma desses vírus é composto por uma molécula de DNA linear de fita 

dupla (dsDNA) com comprimento de cerca de 135 quilo pares de base (kbp) para 

BoAHV-1 e 137 kbp para BoAHV-5 (Engels et al., 1987; Delhon et al., 2003). O arranjo 

apresentado pelo genoma é da classe D (Ostler; Jones, 2023), podendo ser dividido 

em uma região única longa (UL) e uma região única curta (US), ambas flanquedas por 

repetições internas (IR) e terminais (TR) invertidas (Gatherer et al., 2021). 
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O genoma de BoAHV-1 contém 70 genes, dois dos quais (bICP4 e IE/4.2) são 

duplicados entre as repetições invertidas (D’Offay et al., 2013), enquanto o genoma 

de BoAHV-5 contém 72 genes, 68 dos quais estão presentes nas regiões únicas e 

dois reguladores (bICP4 e bICP22) que estão localizados dentro da região de 

repetição (Delhon et al., 2003). Na Figura 1 é demonstrada uma representação 

esquemática da organização estrutural e genômica dos BoAHV. 

 

 
Figura 1. Organização estrutural e genômica dos Varicellovirus bovinoalpha1 (BoAHV-1) e 
Varicellovirus bovinoalpha5 (BoAHV-5). (a) Representação esquemática dos vírions de BoAHV-1 e 
BoAHV-5, contendo o envelope, advindo de secções de membranas celulares alteradas, bem como 
protusões denominadas de glicoproteínas, seguido por uma camada proteica amorfa chamada de 
tegumento, que recobre o capsídeo em formato icosaédrico e posteriormente o genoma de DNA linear 
de fita dupla (dsDNA) que, por sua vez, codifica 69 genes para BoAHV-1 e 72 genes para BoAHV-5. 
(b) Representação esquemática da organização genômica dos BoAHV-1 e BoAHV-5, demonstrando o 
arranjo de classe D, com as regiões única longa (UL) e única curta (US) flanqueadas por repetições 
internas (IR) e terminais (TR) invertidas, e por repetições diretas terminais (tdr) também em sentido 
invertido. A localização e a orientação dos genes que codificam as glicoproteínas B, C e D são indicadas 
pelas flechas azul e rosa. A região UL dos genomas dos BoAHV-1 e BoAHV-5 codificam os genes UL27 
e UL44 que darão origem às glicoproteínas B (gB) e C (gC), respectivamente, e a região US, codifica 
o gene US6 que dará origem à glicoproteína D (gD). A flecha azul indica que a conservação média, a 
nível de proteína, entre os genes de BoAHV-1 e BoAHV-5 é maior que 90%, enquanto a flecha rosa 
indica uma conservação menor que 80%. Figura adapada de Zajac et al. (2010) e Gatherer et al. (2021) 
com Canva.com. 

2.4 Glicoproteínas 

As glicoproteínas são, estruturalmente, moléculas compostas por uma porção 

proteica e cadeias de carboidratos (glicanos) covalentemente ligadas, por meio de um 

processo de glicosilação. Essa modificação ocorre durante a síntese proteica e o 
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processamento pós-traducional e pode resultar em ligações N-glicosídicas, quando o 

glicano é ligado ao nitrogênio da asparagina, ou O-glicosídicas, quando ocorre ligação 

ao oxigênio de serina ou treonina. Essas alterações estruturais conferem às 

glicoproteínas estabilidade, resistência à degradação enzimática e capacidade de 

interação com receptores celulares, sendo essenciais, desta forma, para diversas 

funções biológicas (Gerwig, 2021). 

No caso dos BoAHV, as glicoproteínas desempenham um papel central no ciclo 

de infecção viral. Elas são responsáveis por funções vitais, como a adesão  e entrada 

do vírus às células hospedeiras, fusão de membranas e disseminação viral dentro do 

organismo do hospedeiro (Rashmi et al., 2024). O genoma dos BoAHV contém 

regiões específicas para a codificação das glicoproteínas. A região única longa (UL) 

codifica seis delas: gB (UL27), gC (UL44), gH (UL22), gL (UL1), gK (UL53) e gM 

(UL10). Já na região única curta (US), encontram-se os genes que codificam gG 

(US4), gD (US6), gL (US7) e gE (US8) (Delhon et al., 2003; D’Offay et al., 2013). As 

glicoproteínas gB, gC, gD, gH, gK e gL estão envolvidas na adesão e entrada viral, 

embora apenas as interações entre gB, gD, gH e gL sejam indispensáveis para a 

entrada nas células hospedeiras (Spear, 2004). Estudos com vírus mutantes indicam 

que gC, gE, gG, gL e gM não são essenciais, enquanto gB e gD são imprescindíveis 

para a replicação viral (Engels; Ackermann, 1996; Kaashoek et al., 1998; Marawan et 

al., 2021).  

As gB, gC e gD são consideradas as glicoproteínas mais importantes para o 

ciclo viral dos BoAHV devido ao seu papel central em etapas críticas da infecção. Além 

disso, essas glicoproteínas são altamente imunogênicas e os principais alvos da 

resposta imunológica do hospedeiro, o que reforça sua relevância na patogênese do 

vírus e no desenvolvimento de estratégias de diagnóstico e vacinação contra estes 

agentes (Levings et al., 2015; Krishnagopal; Van Drunen Little-Van Den Hurk, 2024). 

A escolha dessas três glicoproteínas para o desenvolvimento deste trabalho baseou-

se na sua importância funcional, impacto na virulência e no ciclo infeccioso, além de 

sua potencial aplicabilidade como alvos estratégicos para diagnósticos e controle das 

infecções por BoAHV-1 e BoAHV-5. Abaixo apresentamos uma revisão direcionada 

para as glicoproteínas B, C e D dos BoAHV, bem como a sua aplicação em 

vacinologia. 
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2.4.1 Glicoproteína B 

A glicoproteína B (gB) é codificada pelo gene UL27, localizado entre as regiões 

de ~55564-58365 e ~56661-59504 pares de base (bp) no genoma das espécies 

BoAHV-1 e BoAHV-5, respectivamente. Possui cerca de 2802 bp, 935 aminoácidos 

(aa) e peso molecular de cerca de 130 quilodalton (kDa) no BoAHV-1, enquanto no 

BoAHV-5 a mesma glicoproteína apresenta 2844 bp, cerca de 12 aminoácidos a mais 

(947 aa) e peso molecular semelhante à gB de BoAHV-1 (Delhon et al., 2003; D’Offay 

et al., 2013). Ainda, esta glicoproteína apresenta seis sítios de N-glicosilação na 

espécie BoAHV-1 e sete sítios na espécie BoAHV-5 (Quinteiro-Barbosa et al., 2023).   

A gB é caracterizada como uma proteína transmembrana trimérica do tipo III, 

essencial nos Hespesvirus bovinos (Connolly et al., 2021). Em ambas as espécies de 

BoAHV, possui dois domínios altamente conservados, denominados de PH-like 

domain 1 e 2 (Quinteiro-Barbosa et al., 2023). Esses domínios são conservados 

também entre todos os membros da subfamília Alphaherpesvirinae, e possivelmente, 

estejam relacionados à função biológica desta proteína no ciclo viral: a ligação do vírus 

a receptores celulares de glicosaminoglicanos (GAGs), como o sulfato de heparan, 

mediando a fusão da partícula viral com a célula hospedeira (Li et al., 1995; 

Campadelli-Fiume et al., 2000). Essa glicoproteína é conservada entre todos os 

membros da família Herpesviridae, e entre os BoAHV-1 e BoAHV-5 apresenta uma 

identidade na sequência de nucleotídeos de 93 a 95% (Delhon et al., 2003; Puentes 

et al., 2016).  

Como uma proteína de fusão, acredita-se que a gB inicie sua atividade em uma 

conformação de pré-fusão. Após ser ativada pela ligação ao receptor celular, 

juntamente com o envolvimento da gD e do complexo gH-gL, a gB sofre uma mudança 

conformacional e insere resíduos hidrofóbicos de sua estrutura na membrana da 

célula do hospedeiro, permitindo a ancoragem e subsequente dobramento da proteína 

sobre si mesma. Esse movimento aproxima as membranas viral e celular, culminando 

na fusão e na liberação do material genético viral no interior da célula. Nesse 

mecanismo, a região amino-terminal da gB desempenha um papel crítico ao induzir e 

estabilizar essas mudanças conformacionais (White et al., 2008; Atanasiu et al., 2010). 

Estudos indicam que anticorpos neutralizantes direcionados contra a 

conformação de pré-fusão da gB poderiam bloquear, de forma mais eficaz, a entrada 

do vírus na célula, inibindo a fusão das membranas (Connolly et al., 2021). Contudo, 

tais anticorpos ainda não foram identificados para os herpesvírus simples (HSV) ou 
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os BoAHV (Cairns et al., 2014), o que reforça a necessidade de mais investigações. 

Em suporte a essa ideia, Okazari et al. (2006) demonstraram que a região amino-

terminal da gB é essencial para a neutralização do BoAHV-1, destacando sua 

importância funcional e seu potencial como alvo para intervenções antivirais e terapias 

imunológicas.  

A gB caracteriza-se como um importante alvo de anticorpos e também de 

células T citotóxicas (CTL) e células T auxiliares (HTL) em todos os membros 

subfamília Alphaherpesvirinae, apresentando potencial para o desenvolvimento de 

vacinas. A Figura 2 apresenta  estrutura tridimensional da glicoproteína B de BoAHV-

1 e BoAHV-5, destacando os seus dois domínios conservados PH-like domain 1 e 2. 

 

 
Figura 2. Modelagem da estrutura tridimensional da glicoproteína B dos Varicellovirus bovinoalpha1 
(BoAHV-1) e Varicellovirus bovinoalpha5 (BoAHV-5). (a) Estrutura tridimensional da glicoproteína B do 
BoAHV-1, com o arranjo de PH-like domain 1 demonstrado pela cor rosa e de PH-like domain 2 
demonstrado pela cor laranja. (b) Estrutura tridimensional da glicoproteína B do BoAHV-5, com o 
arranjo de PH-like domain 1 demonstrado pela cor amarela e de PH-like domain 2 demonstrado pela 
cor vermelha. (c) Sobreposição das estruturas tridimensionais de BoAHV-1 (demonstrada pela cor 
verde) e BoAHV-5 (demonstrada pela cor azul). Figura adaptada de Quinteiro-Barbosa et al. (2023) 
com Canva.com.        

2.4.2 Glicoproteína C 

A glicoproteína C (gC) é codificada pelo gene UL44 em ambas as espécies de 

BoAHV. No BoAHV-1, sua sequência genética está localizada entre as regiões 

~16706-18232 bp, com um comprimento de 1527 bp, resultando em uma proteína de 
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508 aminoácidos (D’Offay et al., 2013). No BoAHV-5, sua posição genômica encontra-

se entre ~17591-19051 bp, com 1461 bp, com 486 aminoácidos (Delhon et al., 2003). 

O peso molecular aproximado para a gC de ambas as espécies é de 91 kDa (Liang et 

al., 1992). Além disso, em ambas as espécies virais, quatro sítios de glicosilação foram 

identificados para essa glicoproteína (Fitzpatrick et al., 1989). 

A glicoproteína C (gC) é classificada como uma proteína transmembrana 

dimérica do tipo I e embora seja caracterizada como não essencial para a infecção 

celular, gC desempenha um papel fundamental na biologia dos BoAHV, facilitando a 

ligação dos vírions aos receptores celulares de GAGs, especialmente ao sulfato de 

heparan, presentes na superfície das células hospedeiras (Kaashoek et al., 1998; 

Robinson et al., 2008). 

 Apesar de sua ausência não impedir a infecção viral, gC otimiza 

significativamente a adesão do vírus. Estudos com o HSV demonstram que a sua 

presença pode ampliar em quase dez vezes a eficiência da entrada viral nas células 

(Hilterbrand et al., 2021). Quando gB, gD e o complexo gH-gL estão presentes, a 

entrada do vírus na célula ocorre normalmente, tornando gC tecnicamente 

dispensável para esse passo específico (Atanasiu et al., 2010). No entanto, quando 

gC está presente na partícula viral, ela pode substituir a necessidade das 

glicoproteínas gB, gD, gH e gL para a adesão inicial aos receptores celulares (Spear 

et al., 2000), sugerindo que esta proteína confere aos BoAHV uma vantagem 

competitiva na interação com o hospedeiro. 

A gC dos BoAHV-1 e BoAHV-5 compartilha aproximadamente 75% de 

identidade na sequência de aminoácidos (Delhon et al., 2003; Zajac et al., 2010). As 

principais diferenças entre essas sequências estão concentradas no ectodomínio 

amino-terminal, região que está envolvida na ligação ao receptor celular (Okazaki et 

al., 1994; Chowdhury, 1995). A alteração nessa região pode explicar o neurotropismo, 

neuroinvasividade e a neurovirulência expressas diferencialmente pelos BoAHV-1 e 

BoAHV-5. Em um modelo experimental utilizando coelhos,  Chowdhury et al. (2000) 

demonstraram que a deleção da gC no BoAHV-5 reduziu sua neurovirulência, 

enquanto a expressão da gC do BoAHV-1 no BoAHV-5 resultou em um perfil de 

infecção alterado, reforçando sua influência no tropismo e patogenicidade viral. 

Além disso, a gC  desempenha um papel fundamental na modulação da 

resposta imune do hospedeiro, incluindo sua interação com componentes do sistema 

complemento. A gC se liga ao fragmento C3b, uma das principais moléculas do 
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sistema complemento, e impede a formação do complexo de ataque à membrana 

(MAC), inibindo não somente a lise celular, mas também a inflamação mediada por 

complemento. Essa interação permite que os BoAHV sobrevivam por mais tempo no 

organismo, facilitando a disseminação viral (Hung et al., 1994; Lubinski et al., 1998).  

Ainda, a gC é um dos alvos imunológicos mais importantes dos BoAHV, sendo 

reconhecida tanto por anticorpos neutralizantes quanto por CTL e HTL (Muylkens et 

al., 2007; Levings et al., 2015). Sua exposição na superfície do vírion e sua 

participação na interação inicial com os receptores celulares fazem com que seja 

altamente imunogênica, desencadeando respostas humorais e celulares do 

hospedeiro (Franco et al., 2017). Dessa forma, seu potencial como componente 

vacinal contra os BoAHV pode ser amplamente explorado.   

2.4.3 Glicoproteína D 

A glicoproteína D (gD) é codificada pelo gene US6, localizado entre as regiões 

de ~118819-120072 e ~121129-122382 bp nos genomas de BoAHV-1 e BoAHV-5, 

possuindo aproximadamente 1254 bp de comprimento, 417 aminoácidos e um peso 

molecular de cerca de 71 kDa em ambas as espécies virais (Tikoo et al., 1990; Delhon 

et al., 2003; D’Offay et al., 2013). Para BoAHV-1, a gD apresenta três sítios de 

glicosilação, enquanto em BoAHV-5, são encontrados dois sítios (Abdelmagid et al., 

1995). 

Esta glicoproteína de membrana do tipo I tem como função principal a interação 

com receptores celulares, sendo a nectina-1 o principal receptor para os BoAHV, 

embora também interaja com o mediador de entrada de herpesvírus (HVEM) e o 

sulfato de heparam modificado por 3-O-sulfotransferase, que são importantes para 

outras espécies virais (Spear et al., 2000). A gD exibe aproximadamente 98% de 

identidade nas sequências de aminoácidos entre BoAHV-1 e BoAHV-5. A maior parte 

da região amino-terminal é bem conservada, enquanto as diferenças mais 

significativas entre essas espécies estão localizadas na porção carboxi-terminal do 

ectodomínio da proteína, próximo à região transmembrana (Abdelmagid et al., 1995; 

Gabev et al., 2010; Zajac et al., 2010). 

A região carboxi-terminal da gD desempenha um papel essencial na ativação 

do processo de fusão viral e na interação com cofatores celulares indispensáveis para 

a entrada do vírus. Esta porção está envolvida na transdução do sinal de ligação ao 

receptor, o que permite que a gD desencadeie mudanças conformacionais nas 
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glicoproteínas de fusão, como gB e o complexo gH-gL, facilitando a fusão do envelope 

viral com a membrana plasmática da célula hospedeira (Gianni et al., 2009; Gallagher 

et al., 2013). 

O estudo de Yue et al. (2020) explora o papel do motivo PxxW na porção 

carboxi-terminal do ectodomínio da gD de herpesvírus como HSV-1, PRV e BoAHV-

1, na regulação da interação com a nectina-1. Esse motivo, presente na região 

carboxi-terminal, forma uma estrutura que bloqueia parcialmente o sítio de ligação à 

nectina-1, diminuindo a afinidade da interação. Como resultado, a gD completa tem 

uma afinidade 80 vezes menor pela a nectina-1 quando comparada com variantes 

truncadas, que não possuem essa região terminal. A presença do motivo PxxW nas 

espécies HSV-1, PRV e BoAHV-1 reduz a taxa de associação da gD com a nectina-

1, tornando a interação mais lenta, enquanto as formas truncadas de gD, sem essa 

porção, apresentam uma ligação mais rápida. As variações estruturais na gD entre 

BoAHV-1 e BoAHV-5, especialmente nesta região carboxi-terminal, podem ser 

responsáveis pelas diferenças observadas nos perfis de neuroinvasividade e 

neurovirulência entre essas duas espécies virais, além das variações na glicoproteína 

C. 

O papel da gD no estágio inicial da infecção pelos BoAHV e sua abundância no 

envelope viral tornam-a um alvo central do sistema imunológico do hospedeiro. De 

fato, entre as glicoproteínas dos herpesvírus bovinos, a gD é a mais amplamente 

estudada para o desenvolvimento de vacinas e testes imunodiagnósticos, dada sua 

importância na indução de respostas imunes eficazes (Babiuk et al., 1996; Muylkens 

et al., 2007; Krishnagopal; Van Drunen Littel-Van Den Hurk, 2024). 

2.5 Resposta imunológica contra os BoAHV  

As infecções por BoAHV-1 e BoAHV-5 são capazes de desencadear respostas 

imunes inatas e adaptativas no hospedeiro. Inicialmente, a resposta imune é mediada 

por células da imunidade inata, especialmente macrófagos, células dendríticas (DCs) 

e células natural killer (NK), que reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) através de receptores de reconhecimento de patógenos (PRRs), 

ou, no caso das células NK, que detectam, especialmente, a regulação negativa na 

expressão do complexo de histocompatibilidade principal I (MHC-I). Esses 

mecanismos ativam vias de sinalização celulares que levam a produção de citocinas 

e quimiocinas comprometidas com o controle da infecção (Righi et al., 2023). O IFN-
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I, por exemplo, pode ser detectado 5 horas (h) depois da infecção por BoAHV-1, com 

pico na secreção nasal e no sangue cerca de 36 a 72 h após (Ohmann; Babiuk, 1985). 

Além disso, Palmer et al. (1990) demonstraram que as células NK, em particular, 

reconhecem as glicoproteínas B e D de BoAHV-1 e promovem atividade citolítica nas 

células infectadas.  

No entanto, as respostas inatas não são suficientes para controlar 

completamente a infecção, mas a sua magnitude influencia fortemente a robustez da 

resposta adaptativa (Krishnagopal; Van Drunen Littel-Van Den Hurk, 2024). A resposta 

do linfócito T citotóxico (CTL), comprometido com a eliminação das células infectadas, 

é particularmente importante para esta infecção devido a capacidade dos BoAHV em 

se espalharem de célula para célula (Raaperi et al., 2014). Denis et al. (1993) 

identificou as glicoproteínas C e D dos BoAHV como alvos da resposta imune mediada 

por células T CD8+. Além disso, as células T helper (HTL) que abrangem o 

subconjunto Th1, comprometidas com a defesa contra patógenos intracelulares, 

promovendo a citotoxicidade e a produção de interferon gama (IFN-γ), e Th2, 

caracterizada por desencadear a produção de anticorpos, também estão envolvidas 

na resposta contra os BoAHV (Righi et al., 2023). As glicoproteínas B, C e D já foram 

descritas como alvos das células T CD4+ (Tikoo et al., 1995). As células T γδ, que 

desempenham papeis semelhantes às células NK e aos CTL e que representam cerca 

de 60% do total de células T circulantes em ruminantes, também são importantes no 

combate a infecção (Baldwin et al., 2021). Estudos de Amadori et al. (1995) e Endsley 

et al. (2002) demonstraram um aumento dessas células no sangue periférico após a 

exposição dos animais ao BoAHV-1. 

Os anticorpos são, também, constituintes fundamentais na imunidade contra os 

BoAHV-1 e BoAHV-5, especialmente durante a exposição secundária ao vírus 

(Muylkens et al., 2007). Durante a infecção primária, eles não estão presentes em 

níveis suficientes para impedir a disseminação viral, mas à medida que a recuperação 

avança, eles começam a ser produzidos e desempenham um papel protetor, 

especialmente as classes IgG e IgA (Zajac et al., 2010). A neutralização do vírus 

extracelular por anticorpos é essencial para impedir a sua propagação e para limitar 

as consequências da reativação do vírus. Além da neutralização, os anticorpos podem 

mediar a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e a ativação do 

sistema complemento, contribuindo para a eliminação de células infectadas (Abbas et 
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al., 2023). As glicoproteínas B, C e D dos BoAHV já foram descritas como alvos de 

anticorpos totais e neutralizantes (Marshall et al., 1998; Levings et al., 2015). 

2.6 Aplicações das glicoproteínas B, C e D dos BoAHV em vacinologia 

Diante da importância das glicoproteínas B, C e D no ciclo viral e na indução 

da resposta imune contra os BoAHV, é natural que as pesquisas sobre estratégias 

vacinais para esses agentes se concentrem nessas proteínas. Em particular, vacinas 

de subunidade, vacinas vetorizadas e vacinas de DNA têm sido exploradas como 

abordagens promissoras para otimizar a imunogenicidade e a proteção contra a 

infecção, investigando especificamente estes alvos do envelope viral, e uma 

diversidade de adjuvantes (Krishnagopal; Van Drunen Littel-Van Den Hurk, 2024). 

Abaixo apresentamos alguns estudos relacionados com a utilização das 

glicoproteínas em conjunto ou isoladas como candidatas vacinais.  

   Wen et al. (2020) construíram uma vacina de subunidade com epítopos das 

glicoproteínas B, C e D do BoAHV-1 unidos pelo ligante AAYAAY e fusionados com 

um epítopo universal de células T CD4+ da toxina tetânica P2 e com a interleucina 6 

(IL-6) bovina (BoIL-6) ou IL-6 de rato (RaIL-6), que foram expressos em sistema 

procarioto. Coelhos foram imunizados via intramuscular com 100 µg de cada 

formulação em três doses, além do controle positivo com uma vacina inativada contra 

BoAHV-1, com intervalo de 21 dias. P2-gD/gC/gB-BoIL-6 gerou níveis mais elevados 

de anticorpos específicos para BoHV-1, anticorpos neutralizantes, IFN-γ e interleucina 

4 (IL-4) em comparação com as demais formulações. Além disso, esses animais 

reduziram drasticamente a eliminação viral e lesões teciduais nos pulmões e traqueia 

após desafio viral e reativação em comparação com os animais que receberam as 

outras formulações. Os animais também não apresentaram reações adversas à 

vacinação, tornando a proteína um potencial candidato a vacina para controlar a 

doença provocada por BoAHV-1, especialmente em vacas prenhes. 

A inoculação das mesmas glicoproteínas (em conjunto ou individualmente) com 

o adjuvante Avridine em bovinos, em duas doses vacinais de 2 mL pela via 

intramuscular, induziram altos níveis de anticorpos, além de protegerem contra a 

doença provocada por BoAHV-1. No entanto a infecção não foi impedida, embora 

ocorreu em menor proporção quando comparada com a infecção nos animais dos 

grupos controles. A disseminação sistêmica do vírus também pareceu não ocorrer nos 
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grupos tratamentos, pois não houve alteração drástica da função dos leucócitos após 

o desafio viral (Babiuk et al., 1987).  

Em um estudo recente, Liu et al. (2021) investigaram a aplicação das 

glicoproteínas gB, gC e gD em uma vacina de DNA. Para isso, construíram 

plasmídeos expressando essas glicoproteínas, os quais foram conjugados a esferas 

magnéticas de polietilenoimina (PEI) e encapsulados em polietilenoglicol (PEG) 600 

para administração intranasal em camundongos, em duas doses vacinas de 5 µg, com 

um intervalo de um mês entre as aplicações. A expressão das proteínas virais foi 

amplamente detectada no pulmão dos camundongos vacinados, demonstrando a 

eficiência da entrega do DNA. A vacina mostrou-se segura em experimentos in vivo, 

embora tenha sido observada uma toxicidade transitória de curta duração. A resposta 

humoral foi robusta, com níveis significativamente elevados de anticorpos IgG e IgA 

nos camundongos vacinados, especialmente naqueles que receberam a formulação 

contendo PEI e PEG, em comparação com os grupos controle e aqueles imunizados 

sem esses adjuvantes. Notavelmente, os níveis de anticorpos permaneceram 

elevados até a 17ª semana após a vacinação, indicando uma resposta duradoura. 

Além disso, a formulação contendo DNA+PEI+PEG induziu títulos significativamente 

mais altos de anticorpos neutralizantes em comparação com os demais grupos. A 

análise do perfil de citocinas e a elevação na porcentagem de células T CD4+ e CD8+ 

sugeriram que a vacina foi capaz de desencadear uma forte resposta imune celular. 

Além da utilização das três glicoproteínas, a combinação gB-gD em uma vacina 

de DNA também foi avaliada em camundongos. Cinco inoculações pelas vias 

intramuscular (2), subcutânea (1) e intranasal (2) foram realizadas com intervalos de 

duas semanas e dose de 50 µL. Os resultados mostraram que a vacina induziu uma 

resposta imune significativa, com a produção de anticorpos totais IgG e IgA e 

anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1, além da ativação de células T. Além disso, 

observou-se uma melhora na resposta imune quando comparada à administração 

individual dos genes, sugerindo que a combinação das glicoproteínas pode 

potencializar a imunogenicidade da vacina (Caselli et al., 2005). 

Devido a sua importância como alvos imunogênicos, essas glicoproteínas 

também foram analisadas separadamente como candidatas em diferentes 

plataformas vacinais. 

Hou et al. (2022) imunizaram guinea pigs com duas doses da glicoproteína B 

recombinante purificada expressa em sistema procarioto emulsificada com adjuvante 
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de Freund (100 µg/dose), em intervalo de 14 dias. Como controle positivo uma vacina 

composta por BoAHV-1 inativado e adjuvante de Freund foi utilizada. Os resultados 

indicaram que os animais imunizados com a vacina de subunidade de gB produziram 

altos níveis de anticorpos totais anti-gB e anticorpos neutralizantes. Esta vacina 

também reduziu significativamente a eliminação viral e os danos ao tecido pulmonar 

após o desafio com BoAHV-1. No entanto, seu efeito foi menor em comparação ao da 

vacina com BoAHV-1 inativado. Os autores acreditam que a glicosilação dessa 

proteína pode estar associada com a geração da imunidade contra o BoAHV.   

Também relacionado à gB, Quinteiro-Barbosa et al. (2023) desenvolveram uma 

proteína recombinante composta pelos PH-like domain 1 do BoAHV-1 e PH-like 

domais 2 do BoAHV-5. A proteína foi expressa em Komagataella phaffii e os 

adjuvantes Montanide™ ISA 50 V2 ou Hidróxido de alumínio foram adicionados. Os 

candidatos vacinais foram avaliados em camundongos, administrados com 50 µg de 

cada formulação pelas vias intramuscular e subcutânea, em três doses, com duas 

semanas de intervalo. Uma vacina comercial inativada foi incluída no experimento 

como controle positivo. A imunidade a nível de anticorpos neutralizantes gerada pela 

formulação contendo o adjuvante Montanide™ ISA 50 V2, inoculada pela via 

intramuscular, foi superior às demais formulações e vias de aplicação já aos 14 dias 

após a primeira imunização. A imunidade gerada por essa formulação manteve-se 

superior às demais até o fim do período experimental, 14 dias após a terceira 

imunização. A imunização também não gerou reações adversas nos animais 

vacinados. 

A gC foi avaliada como antígeno em uma vacina de DNA por Gupta et al. 

(2001). No estudo, bezerros foram imunizados mensalmente através da injeção de um 

plasmídeo codificante da gC, por via intramuscular (IM) (500 µg) ou intradérmica (ID) 

(250 µg) , totalizando seis doses. A resposta imune induzida pela via ID foi superior à 

da via IM em termos de imunogenicidade. No entanto, quando os animais foram 

desafiados com o BoAHV-1, a via ID mostrou-se menos eficaz na proteção. Após o 

desafio viral, todos os bezerros imunizados apresentaram um aumento nos títulos de 

IgG já no terceiro dia, indicando uma resposta anamnésica, enquanto o grupo controle 

não imunizado desenvolveu anticorpos neutralizantes apenas no sétimo dia. Os 

bezerros imunizados exibiram um leve aumento na temperatura corporal e sintomas 

clínicos brandos, e aqueles vacinados pela via IM eliminaram o vírus mais 

precocemente em comparação com os imunizados por via ID. Esses achados 
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sugerem que a vacinação de DNA com gC pode induzir a produção de anticorpos 

neutralizantes e ativar células B de memória com potencial resposta linfoproliferativa 

ao BoAHV-1 em bovinos. No entanto, a imunidade gerada não foi suficiente para 

conferir proteção completa contra o desafio viral. Toussaint et al. (2005) 

demonstraram que plasmídeos que codificavam a gC não induziram imunidade 

protetora em bovinos, enquanto aqueles que codificaram a gD provocaram um grau 

mais alto de proteção contra o desafio de BoAHV-1. 

A glicoproteína D é a proteína virai mais investigada para o desenvolvimento 

de vacinas e tem sido amplamente estudada ao longo dos anos. Pesquisas recentes 

destacam seu uso em diferentes plataformas vacinais, incluindo vacinas de DNA, 

vetorizadas e de subunidade, reforçando seu potencial como um alvo imunogênico 

promissor.     

Kornuta et al. (2021a) desenvolveram uma vacina de DNA expressando uma 

forma truncada da glicoproteína D (gD), encapsulada em uma formulação lipossomal 

contendo LPS e MANα1-2MAN-PEG-DOPE (pCIgD-Man-L). A imunização de bovinos 

e camundongos com essa formulação resultou em uma resposta imune aprimorada 

em ambos os modelos animais. No que se refere à imunidade humoral, observou-se 

um aumento significativo nos níveis de anticorpos totais no soro dos animais 

vacinados. Já em relação à imunidade celular, a formulação pCIgD-Man-L induziu 

uma resposta proliferativa significativamente maior contra o BoAHV-1 em comparação 

à vacina contendo o plasmídeo não encapsulado. Além disso, a estimulação de 

células dendríticas bovinas com a formulação completa levou à regulação positiva da 

molécula CD40 em sua superfície, sugerindo um aprimoramento da resposta imune 

inata. Após o desafio viral, os bovinos imunizados com pCIgD-Man-L apresentaram 

menor excreção viral, indicando uma proteção mais eficaz. 

Os mesmos autores também avaliaram uma abordagem alternativa utilizando 

uma vacina de DNA contendo um plasmídeo expressando a gD e outro expressando 

o ligante do CD40 (CD40L), uma molécula coestimuladora presente transitoriamente 

em células T CD4+ ativadas e, em menor extensão, em células B e plaquetas 

ativadas. Esses plasmídeos foram combinados com o adjuvante Montanide™ GEL01 

e administrados por via ID em bovinos, em três doses. Os resultados demonstraram 

que a inclusão do plasmídeo CD40L com GEL01 potencializou a resposta imune 

induzida pelo pCIgD, aumentando significativamente os níveis de IgG total anti-

BoAHV-1, bem como das subclasses IgG1, IgG2 e anticorpos neutralizantes no soro. 
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Após o desafio viral, os bovinos vacinados com pCIgD-GEL01-CD40L apresentaram 

uma redução expressiva na excreção viral e na pontuação clínica da infecção. 

Aproximadamente 80% dos animais desse grupo também exibiram anticorpos IgG1 

anti-BoAHV-1 específicos em swabs nasais. Além disso, os PBMCs desses animais 

mostraram a maior taxa de resposta linfoproliferativa positiva ao vírus, além de níveis 

significativamente elevados de IFN-γ e IL-4, evidenciando a ativação da resposta 

imune celular (Kornuta et al., 2021b).  

Além desses estudos, Manoj et al., (2004), Toussaint et al. (2005), Snider et al. 

(2008), Mackenzie-Dyck et al. (2014) e Quattrocchi et al., (2017) também 

demonstraram a funcionalidade de vacinas de DNA baseadas na glicoproteína D do 

BoAHV-1. Esses achados reforçam o potencial deste componente viral em vacinas de 

DNA, mas também demonstram a importância da utilização de substâncias adjuvantes 

para melhorar a eficiência da imunização. 

Já o estudo de Bilge-Dagalp et al. (2021) desenvolveu um clone infeccioso do 

genoma BoAHV-4 carregando um vetor de cromossomo artificial bacteriano (BoAHV-

4-BAC) e explorado para expressar uma forma truncada de glicoproteína D (tgD) do 

BoAHV-1) (BoHV-4-tgD∆TK) como um candidato a vacina. A imunogenicidade desta 

construção foi comparada a um vetor de DNA expressando o mesmo antígeno (pC-

tgD) em modelo murino. Os resultados demonstraram que a imunização induziu a 

produção significativa de anticorpos contra a gD de BoAHV-1, especificamente da 

classe IgG3 quando os animais foram vacinados com BoAHV-4-tgD∆TK.  O título de 

anticorpos neutralizantes também foi significativamente maior no grupo que recebeu 

essa vacina. Em comparação com pC-tgD, BoAHV-4-tgD∆TK provocou maiores 

respostas de IFN- γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e TNF-alfa no sobrenadante de 

esplenócitos estimuladas por vírus. Esses achados sugerem que o BoAHV-4 

recombinante pode ser, também, uma plataforma promissora para o desenvolvimento 

de vacinas contra o BoAHV-1, podendo contribuir para estratégias de controle da 

infecção em bovinos.  

O estudo de Ferrer et al. (2011) demonstra que uma vacina  baseada em um 

vetor do vírus vaccínia Ankara (MVA) expressando a versão secretada da gD de 

BoAHV-1, acrescida com a toxina da cólera, e inoculada em camundongos e coelhos, 

também pode induzir imunidade humoral a nível de IgA e IgG, além de proteger contra 

a doença causada por BoAHV- após desafio viral. Gogev et al. (2004) demonstrou o 

adenovírus humano tipo 5 como vetor viral, expressando a gD de BoAHV-1, e 
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utilizando a quitosana como sistema de entrega para a administração nasal em 

bovinos. 

Por fim, a gD também foi amplamente explorada como proteína recombinante 

em diversos ensaios para o desenvolvimento de vacinas. Dummer et al. (2014) e 

Araújo et al. (2018) avaliaram a resposta imune de camundongos e bovinos, 

respectivamente, após a imunização com a gD recombinante do BoAHV-5 (rgD5) 

produzida em Pichia pastoris e incorporada em diferentes formulações vacinais. 

No experimento com camundongos, uma dose de 40 µg de rgD5 foi utilizada 

em três aplicações com intervalos de 14 dias. A maioria das formulações induziu 

resposta imune humoral já após a primeira inoculação, exceto quando a rgD5 foi 

administrada via subcutânea sem adjuvante, onde a produção de anticorpos só foi 

detectada após a terceira dose. As formulações contendo adjuvantes oleosos 

(Montanide™ ISA 50 V2, Emulsigen e Emulsigen-DDA) geraram títulos mais elevados 

de anticorpos neutralizantes em comparação com aquelas sem adjuvante. Além disso, 

as vacinas com rgD5 estimularam a expressão elevada de mRNA de IFN-γ e IL-17, 

indicando uma resposta imune celular robusta (Dummer et al., 2014). 

Para os bovinos, foram administradas duas doses com intervalo de 26 dias, 

seguidas de uma dose de reforço após 357 dias, utilizando 100 µg de rgD5, além de 

formulações com o BoAHV-5 inativado (iBoAHV-5) + rgD5 e diferentes adjuvantes. As 

vacinas formuladas com BoAHV-5 inativado (iBoAHV-5) + rgD5 promoveram um 

aumento de cinco vezes nos níveis de IgG total contra BoAHV-5, BoHV-1 e rgD5, em 

comparação com a vacina comercial e o grupo controle negativo. Além disso, 

observou-se um aumento significativo nos níveis de IgG1 e IgG2a para rgD5, e os 

títulos de anticorpos neutralizantes contra BoAHV-1 e BoAHV-5 foram quatro vezes 

superiores nas vacinas contendo iBoAHV-5 + rgD5.  

Araújo et al. (2023) demonstraram, ainda, que esta mesma vacina, composta 

por iBoAHV-5 (1,5 mL) + rgD5 (100 mg), adjuvada com Montanide™ ISA V2 (50%), 

induziu respostas de anticorpos de longa duração, provocando também, a transcrição 

de mRNA de Bcl6 e CXCR5, que medeiam células B de memória e células plasmáticas 

de longa vida em centros germinativos. Além disso, os autores também observaram 

respostas mais altas e mais precoces de IgG total específico para rgD5 e a regulação 

positiva da transcrição de mRNA de IL2, IL4, IL10, IL-15 e IFN-γ, indicando uma 

resposta imune mista. 
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Os resultados conjuntos dessas pesquisas demonstram que a rgD5 expressa 

em Pichia pastoris provavelmente preservou epítopos imunogênicos essenciais, 

sendo capaz de induzir respostas imunes humorais e celulares robustas em 

camundongos e bovinos, reforçando seu potencial como um antígeno vacinal 

promissor contra os BoAHV. 

Em um estudo recente, publicado em dezembro de 2024 por Hoa et al. (2024), 

foram avaliadas as respostas imunológicas induzidas pelo ectodomínio da 

glicoproteína D (gD) do BoAHV-5, expresso em Escherichia coli (EgD) e em 

baculovírus (BgD). A imunização foi realizada em bovinos (200 µg) e camundongos (5 

µg), utilizando formulações adjuvadas com Montanide™ ISA 206 VG na proporção 

1:1. As vacinas foram administradas em duas doses, com intervalos de 14 dias, sendo 

0,2 mL por dose para camundongos e 0,5 mL para bovinos. 

Os resultados mostraram que ambas as formulações induziram níveis 

semelhantes de IgG total em camundongos. No entanto, a vacina contendo BgD gerou 

títulos de anticorpos neutralizantes aproximadamente três vezes superiores aos 

induzidos pela vacina com EgD. Em bovinos, o perfil da resposta de IgG total foi 

semelhante ao observado em camundongos, mas nenhum dos tratamentos foi eficaz 

na indução de anticorpos neutralizantes. Esses achados indicaram que, embora a 

BgD tenha se mostrado mais imunogênica do que a EgD, ainda é necessário 

aprimoramentos, especialmente no que tange ao sistema de expressão e 

possivelmente dose de inoculação para estimular uma resposta imune protetora eficaz 

em bovinos (Hoa et al., 2024).  

Além desses, outros estudos acerca do desenvolvimento de vacinas utilizando 

a gD como antígeno recombinante estão disponíveis na literatura. (Gifford et al., 1990; 

Van Donkersgoed et al., 1994; Ioannou et al., 2002; Santos et al., 2018). 

Fica evidente ao longo dos estudos apresentados a relevância das 

glicoproteínas B, C e D virais na vacinologia, especialmente no desenvolvimento de 

formulações imunogênicas contra os BoAHV. No entanto, na maioria dos casos, essas 

aplicações permanecem restritas a modelos experimentais, sem uma transposição 

efetiva para as espécies-alvo. Além disso, muitas pesquisas consideram apenas um 

dos vírus isoladamente, sem abordar a necessidade de proteção conjunta contra 

BoAHV-1 e BoAHV-5, apesar de ambos apresentarem impacto econômico e sanitário 

significativo. Isso ressalta a importância de avançar na validação de formulações em 
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bovinos, garantindo que as vacinas desenvolvidas sejam eficazes e aplicáveis na 

prática pecuária contra ambos os agentes. 

2.7 A imunoinformática pode ser uma estratégia para a construção de vacinas 

contra os BoAHV? 

A imunoinformática é um campo emergente que utiliza ferramentas 

computacionais para prever e analisar interações entre componentes do sistema 

imunológico e antígenos, otimizando o desenho racional e facilitando o 

desenvolvimento de imunobiológicos. A combinação entre imunologia, bioinformática 

e inteligência artificial, fornecida por esse campo das ciências, melhora a precisão na 

escolha de alvos imunológicos, reduzindo, principalmente, o tempo e os custos 

envolvidos na fase inicial de experimentação (Korber et al., 2006; Hegde et al., 2018; 

Mehmood et al., 2021). 

O primeiro exemplo de uso da imunoinformática para a construção racional de 

uma vacina iniciou através do sequenciamento do genoma completo da cepa MC58 

da bacteria Neisseria meningitidis. A seleção dos alvos antigênicos para uma vacina 

meningocócica do sorogrupo B iniciou no ano de 2000, e os últimos resultados, 

relacionados à imunogenicidade do candidato vacinal em camundongos, foi publicado 

no ano de 2011, demonstrando altos níveis de anticorpos neutralizantes e proteção 

cruzada contra três variantes avaliadas (Tettelin et al., 2000; Pizza et al., 2000; Giuliani 

et al., 2006; Scarselli et al., 2011). 

No que tange a vacinas virais baseadas na imunoinformática, a primeira delas 

foi desenvolvida por McLellan et al. (2013), levando em consideração a glicoproteína 

de fusão (F) do vírus sincicial respiratório humano (hRSV). O estudo utilizou 

modelagem estrutural para projetar um antígeno mais eficaz, priorizando a 

estabilização do sítio antigênico Ø, uma região crítica do estado de pré-fusão da 

glicoproteína F, alvo de anticorpos neutralizantes altamente potentes. Para garantir a 

estabilidade desse sítio imunogênico, os pesquisadores modificaram a estrutura 

proteica introduzindo resíduos de cisteína e preenchendo cavidades hidrofóbicas, o 

que permitiu que a proteína resistisse a variações de pH e temperatura. Ensaios em 

camundongos e macacos demonstraram que as variantes estabilizadas da proteína F 

induziram uma resposta imune robusta, com níveis elevados de anticorpos 

neutralizantes, ultrapassando significativamente o limite necessário para proteção 
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contra o vírus e apresentando desempenho superior  à vacina comercial utilizada nos 

testes. 

Mas quais abordagens são utilizadas pelos pesquisadores para a construção 

de vacinas baseadas na imunoinformática? Elas podem ser aplicáveis aos BoAHV? 

Vamos começar pelos bancos de dados, que permitem o acesso a uma quantidade 

imensa de informações sobre uma diversidade de organismos, incluindo a sua 

sequência biológica. Entre os  bancos de dados mais utilizados estão o NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) e o Uniprot (Universal Protein Resource) (Hegde 

et al., 2018; Mehmood et al., 2021). Os algoritmos de mineração dos dados compõe 

a outra parte da resposta. É através deles que somos capazes de realizar as predições 

baseadas na sequência biológica de um organismo de interesse. As ferramentas 

disponíveis para as etapas críticas de construção de vacinas, imunoterapias e até 

mesmo adjuvantes foram revisadas por Bahrami et al. (2019) e Shawan et al. (2023). 

Por fim, mas não menos importante, SIM! As ferramentas disponíveis são aplicáveis 

a muitos microrganismos, inclusive os de interesse veterinário, como os BoAHV 

(Pathak et al., 2025). 

A primeira parte do processo de construção de qualquer vacina inclui 

compreender quais são os alvos imunológicos dentro da sequência biológica de um 

organismo. Por isso, são realizadas predições de epítopos que possam ser 

reconhecidos por células B, células CTL e células HTL. Pelo menos 17 ferramentas 

estão disponíveis para a predição de epítopos de células B e 24 para os de células T 

(Bahrami et al., 2019). A capacidade de indução de citocinas por epítopos HTL 

também pode ser avaliada. Especificamente três softwares estão disponíveis: 

IFNepitope, que avalia a capacidade de indução de IFN-γ, IL4pred e IL10pred que 

avaliam a capacidade de indução de IL-4 e IL-10, respectivamente (Wang et al., 2008; 

Dhanda et al., 2013; Nagpal et al., 2017).  

Para a construção do que os pesquisadores chamam de proteína multiepítopo, 

é necessário a inserção de ligantes entre os epítopos, que os mantém unidos. Uma 

série de ligantes já foi determinada e estes podem ser utilizados de acordo com suas 

funções biológicas e estruturais. Alguns exemplos são os ligantes AAY, GPGPG, KK, 

GGGGS e EAAAK (Patel et al., 2022; Shawan et al., 2023). O trabalho de Wen et al. 

(2020) demonstrou que uma vacina de subunidade construída com epítopos das 

glicoproteínas B, C e D de BoAHV-1 unidos através do ligante AAY em tandem foi 
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mais eficiente na geração de resposta imunológica em coelhos quando comparado 

aos mesmos epítopos unidos por GGGGS. 

A próxima etapa do trabalho envolve a avaliação detalhada das características 

do produto construído, garantindo sua viabilidade como candidato vacinal. Entre as 

principais análises, destacam-se a antigenicidade, propriedades físico-químicas e 

alergenicidade (Mehmood et al., 2021; Shawan et al., 2023). A predição da 

antigenicidade pode ser realizada pelos softwares ANTIGENpro e VaxiJen, sendo este 

último o mais utilizado (Bahrami et al., 2019). Para avaliar as propriedades físico-

químicas, a ferramenta ProtParam é indicada pois  fornece informações essenciais, 

como peso molecular, ponto isoelétrico (pI) da molécula, índice de instabilidade, 

estabilidade térmica, solubilidade e tempo de meia-vida em diferentes sistemas de 

expressão heterólogos, além de outras análises importantes para a compreensão da 

estrutura primária do produto (Singh et al., 2016; Ribeiro et al., 2024). Já a análise de 

alergenicidade conta com cerca de nove plataformas disponíveis, permitindo uma 

avaliação direcionada da segurança do constructo (Bahrami et al., 2019). 

A predição da estrutura secundária do mRNA e da proteína construída também 

podem ser realizadas, fornecendo insights importantes sobre sua estabilidade 

estrutural e eficiência de tradução (Bahrami et al., 2019; Mehmood et al., 2021). No 

entanto, a maioria dos estudos não inclui essa etapa em suas análises, avançando 

diretamente para a modelagem estrutural da proteína e a realização de docking 

molecular (Ribeiro et al., 2024). Esse processo visa prever a afinidade de ligação, 

através da energia de interação, entre o imunógeno com moléculas-alvo do sistema 

imune como, por exemplo, os TLRs (Bagal et al., 2022). Servidores como HADDOCK, 

ZDOCK, pyDock e ClusPro estão disponíveis para esta avaliação (Porter et al., 2019). 

Para uma análise mais refinada, a dinâmica molecular permite avaliar a estabilidade 

da interação ao longo do tempo, considerando fatores como temperatura e 

flexibilidade molecular (Morris; Corte, 2021; Singh et al., 2022). Essas avaliações 

combinadas possibilitam uma triagem eficiente do produto construído antes da 

validação experimental, otimizando o desenvolvimento de vacinas em termos de 

custo, tempo e eficiência. 

Como já comentado anteriormente, a imunoinformática para construção de 

vacinas não se limita a saúde humana. Com as doenças animais sendo responsáveis 

por mais de 20% das perdas na produção global (Karmacharya et al., 2024), é natural 

que essa área do conhecimento sirva também para o desenvolvimento de imunizantes 
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mais eficazes contra doenças infecciosas em animais de produção e companhia 

(Pathak et al., 2025). Especificamente para microrganismos virais que acometem 

bovinos, a imunoinformatica já chegou muito longe, e pode auxiliar também na 

construção de imunógenos mais eficientes contra os BoAHV. 

Os estudos de Riaz et al. (2024) e Wei et al. (2025) evidenciam o potencial da 

imunoinformática no desenvolvimento de candidatos vacinais contra o vírus da 

Diarreia Viral Bovina (BVDV). Ambos utilizaram abordagens computacionais para 

identificar epítopos imunogênicos das proteínas virais, permitindo a construção de 

imunógenos otimizados. No estudo de Riaz et al. (2024), os pesquisadores projetaram 

uma vacina multiepítopo composta por epítopos das proteínas E1, E2, Erns e NS3, 

selecionados por sua capacidade de ativar CTL e células B. Esses epítopos foram 

conectados pelo ligante GPGPG, enquanto a subunidade B da toxina da cólera, 

utilizada como adjuvante de mucosa, foi incorporada ao imunógeno por meio do 

ligante EAAAK. Análises de docking molecular demonstraram uma forte interação 

entre a construção vacinal e o receptor TLR-3, enquanto simulações de dinâmica 

molecular confirmaram sua estabilidade estrutural em ambiente biológico. 

A pesquisa de Wei et al. (2025) adotou uma estratégia semelhante, porém 

focada exclusivamente nas glicoproteínas E0 e E2 de diferentes subtipos de BVDV. 

Foram selecionados epítopos imunodominantes para CTL, HTL e células B, 

conectados pelos ligantes AAY, GPGPG e KK, respectivamente. Além disso, a β-

defensina-3 foi utilizada como adjuvante molecular, vinculada ao constructo pelo 

ligante EAAAK. O docking molecular indicou que dois dos imunógenos projetados 

estabeleceram interações estáveis com os receptores TLR-2 e TLR-4, com a ligação 

confirmada por simulações dinâmicas. A simulação imunológica revelou o potencial 

dessas construções em induzir altos níveis de IgM, IgG, IFN-γ e IL-2, essenciais para 

uma resposta imune eficaz contra o BVDV. Além disso, a clonagem in sílico previu 

uma expressão eficiente dos imunógenos em sistemas de E. coli. Esses estudos 

reforçam o papel da imunoinformática na aceleração do desenvolvimento de vacinas 

contra doenças que impactam significativamente a pecuária, embora ensaios 

experimentais na espécie-alvo sejam essenciais para validar a eficácia das 

formulações projetadas. 

Candidatos vacinais contra o coronavírus bovino (BCoV) também foram 

projetados utilizando abordagens imunoinformáticas. Jiang et al. (2024) selecionaram 

epítopos de CTL, HTL e células B a partir do proteoma viral e construíram seis 
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candidatos vacinais incorporando três adjuvantes moleculares distintos: β-defensina-

3, a proteína de adesão de hemaglutinina ligada à heparina (HBHA) de Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis e a proteína ribossômica L7/L12 de Mycobacterium 

tuberculosis. Após análises de antigenicidade, solubilidade, alergenicidade e 

propriedades físico-químicas, um dos constructos foi selecionado para estudos mais 

aprofundados. O docking e a dinâmica molecular demonstraram uma forte interação 

entre o candidato vacinal e os receptores TLR-4, MHC-I e MHC-II, indicando um 

potencial robusto de ativação imune. Além disso, a clonagem in silico previu uma 

eficiente expressão do constructo em sistema de E. coli, sugerindo viabilidade para 

produção laboratorial. Já o estudo conduzido por Duraisamy et al. (2024), que 

explorou as proteínas estruturais do BCoV para a construção de candidatos vacinais, 

com a subunidade B da toxina da cólera como adjuvante, encontrou forte ligação do 

imunógeno com o receptor TLR-2, além de indução significativa de IgM, IgG1, IgG2, 

CTL e HTL, durante a simulação imunológica. Esses estudos demonstram o potencial 

dos candidatos vacinais desenvolvidos e reforçam a importância da imunoinformática 

na criação de vacinas racionais, fornecendo uma base sólida para futuras validações 

experimentais. 

Dois estudos recentes também demonstram a avaliação de vacinas 

multiepítopo in sílico contra a dermatite nodular contagiosa dos bovinos, ou Lumpy 

Skin Disease Virus (LSDV) (Shahab et al., 2023; Salauddin et al., 2024). Epítopos 

imunogênicos do vírus foram acoplados entre si e com a proteína ribossomal 50S 

L7/L12, como adjuvante molecular. No estudo de Shahab et al. (2023) o adjuvante 

molecular ainda foi acrescido com a sequência do epítopo de ligação HLA-DR para 

melhorar a sua eficiência. Ambos os estudos demonstraram boas eficiências de 

ligação com os receptores TLR-4 e/ou TLR-9, corroborados pela simulação de 

dinâmica molecular que estabeleceu uma ligação estável. A simulação imunológica 

demonstrou o estímulo de células B de memória, especialmente IgM e IgG1, e 

expressão de IFN-γ. A prova de conceito, in vivo, ainda não foi publicada na literatura. 

Além dos estudos citados, abordagens baseadas em imunoinformática já foram 

exploradas no desenvolvimento in silico de candidatos vacinais contra diversos vírus 

de interesse veterinário, especificamente para bovinos, como o vírus da Peste dos 

Pequenos Ruminantes (PPRV) (Gaafar et al., 2019), o vírus da Febre Efêmera Bovina 

(BEFV) (Pyasi et al., 2021), o vírus da Leucemia Bovina (BLV) (Samad et al., 2022), o 

vírus da Febre do Vale do Rift (RVFV) (Oladipo et al., 2024) e o vírus da Língua Azul 
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(Bluetongue Virus – BTV) (Kolla et al., 2024). Apesar dos avanços computacionais na 

predição de epítopos imunogênicos, na modelagem estrutural e nas simulações de 

interação molecular, todas essas pesquisas compartilham uma limitação crucial: 

nenhuma delas foi validada experimentalmente em modelos biológicos ou na espécie 

alvo. 

A realização de experimentos in vitro e in vivo é essencial para estabelecer uma 

prova de conceito e confirmar a eficácia dos candidatos vacinais em um ambiente 

biológico real. Ensaios laboratoriais permitem avaliar aspectos como 

imunogenicidade, resposta celular e humoral, além de estabilidade da formulação 

vacinal e possíveis efeitos adversos, aspectos que as análises computacionais, por 

mais sofisticadas que sejam, ainda não conseguem prever com total precisão. Sem 

essas validações experimentais, a transposição de candidatos vacinais in silico para 

aplicações práticas permanece incerta (Pathak et al., 2025). Portanto, para que as 

estratégias baseadas em imunoinformática avancem para a fase clínica e sejam 

utilizadas na profilaxia de doenças infecciosas, é indispensável a realização de testes 

que confirmem sua viabilidade e segurança no organismo hospedeiro. 

Um exemplo concreto da transposição de candidatos vacinais in silico para 

ensaios experimentais é demonstrado nos estudos de Quinteiro-Barbosa et al. 

(2023a) e Quinteiro-Barbosa et al. (2023b) (revisado no item 2.6). Os autores 

utilizaram imunoinformática para projetar um imunógeno contra os BoAHV, 

identificando epítopos relevantes reconhecidos por CTL, HTL e células B nos 

domínios PH-like 1 e 2 da glicoproteína B viral. Para a construção da vacina, os 

pesquisadores uniram o PH-like domain 1 de BoAHV-1 ao PH-like domain 2 de 

BoAHV-5 por meio de um ligante GS repetido em tandem (8x). O constructo foi 

submetido a análises de propriedades físico-químicas e estrutura secundária, que 

previram um peso molecular de 110 kDa, além de uma predominância de regiões em 

α-hélice e β-folha. A modelagem estrutural indicou que o ligante favorecia o 

dobramento adequado dos domínios, embora o docking molecular com possíveis 

receptores não tenha sido realizado nessa etapa. 

Para validar os achados computacionais, os autores expressaram a proteína 

recombinante em Komagataella phaffii, confirmando sua identidade pelo peso 

molecular de 110 kDa, conforme previsto anteriormente. A proteína também foi 

reconhecida por um anticorpo monoclonal de um kit ELISA comercial para diagnóstico 

de IBR, reforçando sua similaridade estrutural com o antígeno viral. Em seguida, uma 
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vacina foi formulada com a proteína e diferentes adjuvantes comerciais e administrada 

em camundongos pelas vias subcutânea ou intramuscular. Os resultados mostraram 

que a formulação contendo o adjuvante Montanide™ ISA 50 V2, administrada via 

intramuscular, induziu níveis superiores de anticorpos neutralizantes em comparação 

com os demais tratamentos. Além disso, nenhum dos grupos imunizados apresentou 

reações adversas. Embora a vacina ainda não tenha sido testada na espécie-alvo, 

esse estudo representa um ensaio pré-clínico fundamental, validando 

experimentalmente os resultados obtidos nas predições imunoinformáticas e 

demonstrando a viabilidade da abordagem para o desenvolvimento de imunógenos 

contra os BoAHV. Este foi o primeiro relato da aplicação de imunoinformática em um 

candidato vacinal contra os BoAHV-1 e 5.
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Abstract 28 

The Varicellovirus bovinealpha1 (BoAHV-1) and 5 (BoAHV-5) are important microorganisms associated with 29 

respiratory, reproductive, and neurological disorders. These viruses have been reported in cattle since the 1950s 30 

(BoAHV-1) and 1960s (BoAHV-5) and continue to affect cattle worldwide. Envelope glycoproteins B, C, and D 31 

are essential for viral attachment and fusion with host cells, making them the main targets of the immune response, 32 

and therefore, promising antigen candidates for vaccine development. This study aimed to construct a multi-33 

epitope protein, utilizing immunoinformatic-driven methodologies, comprising selected epitopes of envelope 34 

glycoproteins B, C, and D of BoAHV 1/5, to perform in silico structural and functional characterization, and to 35 

express the construct in an Escherichia coli system for subsequent immunogenic evaluation. The multi-epitope 36 

protein was designed and characterized via bioinformatic approaches. It was cloned into the pET24-a vector and 37 

expressed in prokaryotic system for posterior in vitro validation by Western blotting. The multi-epitope protein, 38 

composed of 321 amino acids with a molecular weight of 33.24 kDa, a theoretical pI of 9.88, an estimated half-39 

life in E. coli exceeding 10 hours, a GRAVY score of -0.507, and an antigenicity score of 1.1543, exhibited 40 

characteristics of solubility and non-allergenicity. Furthermore, molecular docking analyses revealed a strong 41 

interaction with bovine Toll-like receptor 7, exhibiting a free  interaction energy of -1264.7 kcal.mol-1. Also, the 42 

multi-epitope protein was successfully expressed by the E. coli system (520 ng.µL-1) and recognized for anti-43 

HIS6x antibody in a Western blotting technique, characterizing it through its molecular weight of ~33 kDa. The 44 

multi-epitope protein was effectively recognized as an antigen in indirect ELISA by bovine sera containing 45 

neutralizing antibody titers of 16, 32, 64, 128, and 256. Overall, it was shown that the multi-epitope protein of 46 

BoAHV 1/5 exhibits favorable structural and functional properties, as well as good expression rate in the 47 

prokaryotic system, making it a promising candidate for future studies aimed at evaluating its immunogenicity in 48 

animal models. 49 

Key words: Glycoprotein; bioinformatics; viruses; construction; vaccine.  50 

Key points 51 

• The multi-epitope protein shows strong TLR-7 interaction in silico. 52 

• The multi-epitope protein was successfully expressed in E. coli and recognized by anti-HIS6x antibody. 53 

• ELISA confirmed recognition of the multi-epitope protein by bovine sera containing neutralizing 54 

antibodies. 55 

 56 
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1. Introduction 57 

Bovine alphaherpesviruses are significant pathogens responsible for substantial economic losses in cattle 58 

farming, with the capacity to infect other ruminants such as sheep, goats, and buffalo (Diel et al. 2007; Borujeni 59 

et al. 2020; Silva et al. 2021; Paredes-Galarza et al. 2024). Within this group, Varicellovirus bovinealpha1 60 

(BoAHV-1) is primarily linked to respiratory and reproductive disorders, often leading to infertility and abortion 61 

events (Nandi et al. 2009). In contrast, Varicellovirus bovinealpha5 (BoAHV-5) is associated with severe 62 

neurological manifestations, including fatal encephalitis, particularly in young calves (Zajac et al. 2010). The 63 

global distribution of these viruses underscores their relevance in veterinary medicine and animal production 64 

systems (Can-Sahna et al. 2024; Engdawork et al. 2024; Hao et al. 2024; Paredes-Galarza et al. 2024; Petrini et al. 65 

2024; Verma et al. 2024). 66 

These viruses belong to the order Herpesvirales, family Orthoherpesviridae, subfamily 67 

Alphaherpesvirinae, and genus Varicellovirus (Gatherer et al. 2021). A critical feature of these pathogens is their 68 

ability to establish latent infections within neural ganglia, with episodic reactivation and viral shedding, 69 

contributing to sporadic outbreaks, particularly in endemic regions (Ostler and Jones 2023). 70 

The BoAHV-1 and BoAHV-5 genomes consist of a linear double-stranded DNA (dsDNA) molecule 71 

ranging from approximately 135 to 140 kilobases pairs (kbp) in length. This genetic material is enclosed within 72 

an icosahedral capsid measuring around 100 nanometers (nm) in diameter. Surrounding the capsid is the 73 

proteinaceous tegument, which bridges the capsid to the outermost envelope. The viral envelope, derived from 74 

modified host cell membranes, is studded with glycoprotein projections that serve essential functions for the virus 75 

(Gatherer et al. 2021). 76 

Recent advances in vaccine development have concentrated on viral glycoproteins due to their critical 77 

roles in the viral life cycle and host immune recognition (Araujo et al. 2018; Wen et al. 2020; Quinteiro-Barbosa 78 

et al. 2023; Hoa et al. 2024). Among the glycoproteins identified in BoAHV-1 and BoAHV-5, which share a high 79 

degree of structural and functional homology (Babiuk et al. 1996; Zajac et al. 2010), three are particularly relevant: 80 

glycoprotein B (gB), glycoprotein C (gC), and glycoprotein D (gD). These molecules are essential for viral 81 

attachment to cellular receptors and membrane fusion, while also serving as major targets for cytotoxic T 82 

lymphocytes and the primary inducers of neutralizing antibodies (Denis et al. 1993; Rashmi et al. 2024). Notably, 83 

these glycoproteins exhibit an amino acid sequence homology of 75% to 98% between the two viral species (Marin 84 

et al. 2020), reinforcing their potential as vaccine targets for cross-protection. 85 
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Although conventional vaccines have played a role in controlling BoAHV-1 and BoAHV-5 infections 86 

(Krishnagopal and van Drunen Littel-van den Hurk 2024), current formulations have limitations. Live-attenuated 87 

vaccines, despite their ability to elicit robust immune responses with local and systemic immunity and long-term 88 

protection, pose risks such as abortion when administered to pregnant females. Inactivated vaccines, a safer option 89 

for pregnant animals, often induce weaker immune responses (Andey et al. 2024). A promising alternative for 90 

designing more effective and potentially cost-efficient vaccines is immunoinformatics. This approach utilizes 91 

computational prediction tools to identify antigenic candidates within a known viral genome (Martinelli 2022). By 92 

leveraging immunoinformatics, vaccine development can be guided by rational selection criteria, prioritizing 93 

targets that are antigenic, structurally stable, and capable of being recognized by major histocompatibility complex 94 

(MHC) class I and II molecules, as well as B lymphocytes (Parvizpour et al. 2020). Among the most promising 95 

candidates fulfilling these criteria are the BoAHV-1 and BoAHV-5 glycoproteins B, C, and D. 96 

Thus, the present study aimed to construct a multi-epitope protein comprising selected epitopes of 97 

envelope glycoproteins B, C, and D of BoAHV 1/5 utilizing immunoinformatic-driven methodologies. 98 

Furthermore, this research sought to perform in silico structural and functional characterization and to express the 99 

construct in an Escherichia coli system for subsequent immunogenic evaluation.  100 

 101 

2. Material and Methods 102 

2.1. Retrieval and curation of glycoprotein sequences  103 

The complete amino acid sequences of glycoproteins B, C, and D from BoAHV-1 and BoAHV-5 were 104 

obtained from the NCBI database in FASTA format. Independent global alignments for each glycoprotein (B, C, 105 

and D) were performed using the MUSCLE algorithm to identify conserved regions, which were subsequently 106 

selected for downstream analyses (Edgar 2004). 107 

To assess potential homology with host proteins, the pBLAST tool was employed using the "non-108 

redundant protein sequences (nr)" option. The viral glycoprotein sequences were queried against proteins from 109 

Bos (taxid: 9903), Bos taurus (taxid: 9913), and Bos bovis (taxid: 9913), as curated in the NCBI database. Viral 110 

sequences exhibiting less than 35% identity and an E-value threshold of 0.005 were classified as sufficiently 111 

divergent, indicating a low probability of homology with bovine proteins (Naz et al. 2015). 112 

 113 

2.2. Epitope prediction 114 

2.2.1. B-cell epitope prediction 115 
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Linear B-cell epitopes were predicted using BepiPred-2.0 (Jespersen et al. 2017; Raoufi et al. 2020), 116 

which applies a random forest algorithm trained on antigen-antibody crystal structures to identify residues likely 117 

to be part of epitopes. The default threshold (0.5) was used as recommended by the developers. Additionally, the 118 

Emini Surface Accessibility Prediction tool (Sn greater than 1.0) was used to estimate the surface exposure of 119 

residues (Emini et al. 1986), and the Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity method (threshold ≥ 1.0) identified 120 

antigenic determinants based on physicochemical properties and residue frequencies (Kolaskar and Tongaonkar 121 

1990). These complementary tools helped refine the selection of immunogenic regions for multi-epitope protein 122 

design.  123 

 124 

2.2.2. Cytotoxic T Lymphocyte (CTL) epitope prediction 125 

Cytotoxic T Lymphocyte (CTL) epitopes were predicted using NetMHCpan EL 4.1, a tool based on 126 

artificial neural networks trained on eluted ligand data to accurately estimate peptide binding affinities to MHC-I 127 

molecules (Reynisson et al. 2020). Epitope selection was based on a stringent percentile rank threshold of ≤ 0.1, 128 

with all peptides standardized to a length of nine amino acids (Kossack et al. 2022). The analysis included all 129 

available bovine MHC-I (BoLA) allele sets to ensure broad immunogenetic coverage. 130 

 131 

2.2.3. Helper T Lymphocytes (HTL) epitope prediction 132 

The NetMHCIIpan 4.0 server, which utilizes artificial neural networks trained on binding affinity and 133 

eluted ligand data to predict peptide interactions with MHC-II molecules, was employed for HTL epitope 134 

prediction (Reynisson et al. 2020). In the absence of bovine BoLA alleles in the database, murine MHC-II alleles 135 

were selected as a reference model. Peptides of 15 amino acids in length with a percentile rank ≤ 0.5 were 136 

considered promising HTL epitope candidates (Fadaka et al. 2021). 137 

 138 

2.2.4. Clustering of B-Cell, CTL, and HTL epitopes  139 

The peptide sequences obtained from previous screenings were aligned using the Epitope Cluster 140 

Analysis tool, which groups epitopes into clusters based on sequence identity. Clustering was performed using the 141 

“cluster-break for clear representative sequences” method, with a minimum sequence identity threshold of 70%, 142 

as recommended by the tool’s developers (Dhanda et al. 2018). Representative epitopes from each cluster were 143 

selected for subsequent antigenicity evaluation. 144 

 145 
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2.3. Antigenicity analysis of epitopes  146 

Following the clustering process, B-cell, CTL, and HTL epitopes were evaluated for antigenic potential 147 

using the VaxiJen 2.0 server. This tool applies an auto cross-covariance transformation to convert protein 148 

sequences into uniform vectors based on principal physicochemical properties of amino acids (Doytchinova and 149 

Flower 2007). A threshold of ≥ 0.8000 was adopted for viral antigenicity, and peptides meeting this criterion were 150 

selected for inclusion in the multi-epitope construct. 151 

 152 

2.4. Multi-epitope protein design  153 

For the assembly of the multi-epitope protein, peptides selected based on established criteria, such as 154 

binding affinity to B-cell, CTL, and HTL epitopes, as well as antigenicity analysis, were connected using GGGGS 155 

and EAAAK linkers, for peptides derived from the same and different glycoproteins, respectively (He et al. 2021). 156 

In addition to enhancing protein solubility, these linkers can improve stability, expression, and the biological 157 

activity of the resulting structure (Chen et al. 2013). Also, a histidine tag (His 6x) was added to the C-terminal 158 

region of the construct to facilitate protein identification and recovery at the end of the purification process. 159 

 160 

2.5. Physicochemical and immunogenic properties assessment of the multi-epitope protein 161 

Physicochemical properties of the multi-epitope construct - including amino acid composition, molecular 162 

weight, theoretical isoelectric point (pI), number of positively and negatively charged residues, estimated half-life, 163 

instability index, aliphatic index, and grand average of hydropathicity (GRAVY) - were analyzed using the 164 

ProtParam tool (Gasteiger et al. 2005). Allergenicity was predicted using the AlgPred server, which applies a 165 

hybrid approach that combines SVMc, IgE epitope mapping, ARPs BLAST, and MAST analysis (Saha and 166 

Raghava 2006). Additionally, the construct’s antigenic potential was evaluated with the VaxiJen 2.0 server, using 167 

a threshold of ≥ 0.8000 for viral antigenicity (Doytchinova and Flower 2007). 168 

 169 

2.6. Secondary and tertiary structure prediction  170 

The secondary structure of the mRNA encoding the multi-epitope protein was predicted using the 171 

RNAFold web server, which estimates the most thermodynamically stable conformation of RNA molecules based 172 

on minimum free energy (MFE) models, as previously described by Zuker and Stiegler (1981). For protein 173 

secondary structure prediction, the SOPMA tool was applied, which calculates the distribution of structural 174 

elements such as α-helices, β-sheets, random coils, and extended strands based on an alignment of homologous 175 
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sequences (Roy et al. 2010). The tertiary structure of the multi-epitope protein was modeled using I-TASSER, a 176 

hierarchical approach that integrates threading, structural assembly, and atomic-level refinement to generate high-177 

confidence 3D protein models (Zheng et al. 2021; Zhou et al. 2022). 178 

 179 

2.7. Bovine TLR-7 receptor and multi-epitope protein molecular docking  180 

For molecular docking, the ClusPro protein-protein interaction prediction software was used, which 181 

performs global docking without requiring prior knowledge of the contact interface between the structures 182 

(Kozakov et al. 2017; Lensink et al. 2017; Poter et al. 2019). The server was employed for the multi-epitope protein 183 

(ligand) docking with bovine TLR-7 (receptor). The model of the bovine TLR-7 was retrieved from the AlphaFold 184 

database (Varadi et al. 2022), integrated with UniProt (ID A0A3Q1MK24). The portion corresponding to the 185 

transmembrane and intracellular regions was removed, aligning with methodologies applied in previous studies 186 

(Pyasi et al. 2021). 187 

 188 

2.8. Expression and processing of the multi-epitope protein 189 

The pET24a (+) vector containing the sequence of interest (Epoch Life Science, USA) was used to 190 

transform Escherichia coli BL21 (DE3) Star via heat shock, followed by cultivation on LB agar plates 191 

supplemented with the appropriate selection antibiotic (100 µg.mL-1 of kanamycin), according to the plasmid 192 

construct. A single colony was picked up and grown overnight in liquid LB medium at 37 °C with agitation 193 

(180 rpm). This pre-culture was subsequently used to inoculate 500 mL of the same medium. Protein expression 194 

was induced during the exponential growth phase (OD₆₀₀ = 0.6 - 0.8) by adding 1 mM IPTG, and the culture was 195 

incubated overnight at 27 °C with agitation at 70 rpm. 196 

For cell lysis, the harvested cells were resuspended in lysis buffer (200 mM NaH₂PO₄, 0.5 M NaCl, 5 mM 197 

imidazole, 100 μg.mL-1 lysozyme, pH 8.0) and subjected to sonication. The lysate was centrifuged (12,000 × g, 198 

40 min, 4 °C) to separate the soluble and insoluble protein fractions. The insoluble pellet was subsequently treated 199 

with solubilization buffer containing 8 M urea. Purification was performed using immobilized metal affinity 200 

chromatography (IMAC) using a HisTrap™ FF column charged with Ni²⁺ ions on an ÄKTA Purifier system. 201 

Elution was achieved using a stepwise imidazole gradient (up to 500 mM). The eluted protein was dialyzed against 202 

PBS (pH ~7,2) to remove urea and excess salts. The concentration of the purified protein was determined using 203 

the BCA Protein Assay Kit (Pierce, USA), following the manufacturer's instructions. 204 

 205 
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2.9. Characterization of the multi-epitope protein by Western Blotting 206 

One-dimensional SDS-PAGE was carried out under denaturing conditions. Briefly, 15 μL of each sample 207 

was mixed with 5 μL of loading buffer and heated at 100 °C for 10 minutes. Samples, along with a molecular 208 

weight marker (Bis-Tris 10% MES buffer), were loaded onto a 12% polyacrylamide gel and electrophoresed at 209 

120 V for approximately 2 hours. 210 

Following electrophoresis, proteins were electrotransferred onto a nitrocellulose membrane using the 211 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, USA). The membrane was blocked with 5% non-fat dry milk in 212 

PBS for 1 hour at 4 °C, then washed five times with 1× PBS-Tween 20. For detection, the membrane was incubated 213 

overnight at 4 °C with a peroxidase-conjugated monoclonal anti-His6 antibody (Sigma, USA) at a 1:10.000 214 

dilution. After five additional washes, specific bands were visualized by colorimetric detection using a substrate 215 

solution composed of 50 mM Tris-HCl (9 mL), 2 mL of nickel sulfate, 0.0012 g of 3,3′-diaminobenzidine (DAB), 216 

and 20 μL of H₂O₂ (Hnasko and Hnasko 2015). 217 

 218 

2.10. Antigenicity assessment of the multi-epitope protein by Indirect ELISA 219 

An indirect ELISA was standardized using 96-well Nunc-Immuno™ Microwell™ plates (Thermo Fisher 220 

Scientific, USA), coated overnight at -20 °C with a multi-epitope protein at concentrations of 50, 100, 150, and 221 

200 ng.well-1 in carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6). After washing with 1× PBS-Tween 20, plates were blocked 222 

with 5% non-fat dry milk and incubated at 37 °C for 30 min. Bovine sera with neutralizing antibody titers of 2, 16, 223 

32, 64, and 256 (as determined by serum neutralization assay) were diluted 1:200, added in triplicate, and incubated 224 

for 1 h at 37 °C. Positive and negative controls consisted of bovine serum with a titer of 128 and fetal bovine serum 225 

(FBS), respectively, both diluted 1:200. After washing, plates were incubated for 1 h with HRP-conjugated anti-226 

bovine IgG (2 mg.mL-1, Sigma-Aldrich®), diluted 1:5000. Detection was performed using o-phenylenediamine 227 

dihydrochloride (OPD) in citrate-phosphate buffer (pH 4.0) with hydrogen peroxide. The reaction was stopped 228 

after 15 min with 2 M sulfuric acid, and absorbance was measured at 490 nm using a TP Reader® ELISA reader 229 

(Thermo Plate). The assay followed the protocol established by Fischer et al. (2007). Samples were considered 230 

positive for anti-BoAHV-1/5 IgG if the optical density exceeded the negative control absorbance plus one standard 231 

deviation, calculated in Microsoft® Excel, as previously described (Xu et al. 2015). 232 

 233 

3. Results 234 

3.1. Retrieval and curation of glycoprotein sequences  235 



48 
 

The sequences of glycoproteins B, C, and D from BoAHV 1/5 were retrieved from the NCBI biological 236 

data repository, and their specifications are presented in Table 1. 237 

Table 1. Specifications of the complete sequences of glycoproteins B, C, and D from BoAHV 1/5 according to the 238 

NCBI. 239 

Glycoprotein Viral specie Amino acid size GenBank access number 

B BoAHV-1 935 amino acids QFN66971.1 

B BoAHV-5 947 amino acids AQM74700.1 

C BoAHV-1 508 amino acids QBH75030.1 

C BoAHV-5 486 amino acids AQM74731.1 

D BoAHV-1 417 amino acids QBI59676.1 

D BoAHV-5 417 amino acids AQM74722.2 

 240 

After the global alignment of the viral glycoprotein B, C, and D sequences, their conserved regions were 241 

retained and subjected to protein-protein identity analysis. The results indicated no homology (identity < 35%) 242 

between the evaluated glycoprotein sequences and the protein sequences of the compared organisms Bos, Bos 243 

taurus, and Bos bovis, with a confidence level of 95% (E-value: 0.005). 244 

 245 

3.2. Epitope prediction 246 

The conserved regions of each BoAHV glycoprotein were analyzed for epitope prediction. For 247 

glycoprotein B (gB), a total of 60 cytotoxic T-lymphocyte (CTL), 30 helper T-lymphocyte (HTL), and 15 B-cell 248 

binding peptides were identified. Glycoprotein C (gC) yielded 23 CTL, 26 HTL, and 7 B-cell binding peptides, 249 

while glycoprotein D (gD) showed 45, 33, and 6 peptides predicted to interact with CTL, HTL, and B-cells, 250 

respectively. Subsequently, epitope clustering was performed to identify overlapping regions recognized by all 251 

three immune components. This process resulted in the selection of 19 shared peptides for gB, 13 for gC, and 14 252 

for gD. 253 

 254 

3.3. Antigenicity analysis of epitopes  255 

Antigenicity analysis was conducted on the clustered peptides, applying a threshold of ≥ 0.8000 to select 256 

candidates for inclusion in the multi-epitope construct. Based on this criterion, a total of 12 peptides were selected: 257 

3 from gB, 5 from gC, and 4 from gD. The selected peptides and their corresponding antigenicity scores are 258 

summarized in Table 2. 259 
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Table 2. Selected peptides from the conserved regions of glycoproteins B, C, and D of BoAHV 1/5, ranked by 260 

antigenicity, for the construction of the multi-epitope protein. 261 

Glycoprotein Peptide Antigenicity value 

B SAVERQEHKAKKSNKGGPLLATRLTQLALRRRAPPEYQ

QLPMAD 

1.0057 

B QYTDRVPVGM 0.8951 

B GGAERAAGAGDGRRGQRRH 0.8248 

C LLFVAQNGSIAYRSAELGDNYIFPSPA 0.9021 

C KSQRKVVTVTTHRAPAVSVEPQPALEGA 0.8480 

C PAPLPEFSATATYDASPGLIGS 0.8784 

C AEYYPPRSTRLHWF 1.0991 

C VRDGIAPSRTEQTGVCAERP 0.9981 

D CFPIQDYEQSKVLRLTY 0.8386 

D LRLTYLTQYY 0.8639 

D GAAAYFVYTRRLGAGPL 0.8655 

D RLGAGPLPKKAKKLLAFGNVNYSAL 1.0292 

  262 

3.4. Multi-epitope protein design 263 

The 12 peptides selected for the construction of the multi-epitope protein were connected using the 264 

GGGGS and EAAAK linkers, as well as a histidine tag (His 6x) to the C-terminal region of the construct. The 265 

resulting protein was designated BOV 13. 266 

 267 

3.5. Physicochemical and immunogenic property assessment of the multi-epitope protein 268 

Following its design, the multi-epitope protein was assessed for physicochemical properties, allergenic 269 

potential, and antigenicity. Overall, the BOV 13 multi-epitope protein exhibited a molecular weight of 33.24 270 

kilodaltons (kDa), a theoretical isoelectric point (pI) of 9.88, and an aliphatic index of 62.46. The estimated half-271 

life in bacteria was > 10 hours, and the stability profile suggested that the construct may be unstable (instability 272 

index: 58.85, threshold: 40). 273 

Additionally, the multi-epitope protein was classified as non-allergenic and soluble, with a GRAVY score 274 

of -0.507 (negative GRAVY values indicate hydrophilicity). The antigenicity calculated after the construction of 275 

the multi-epitope protein was 1.1543. The values for each evaluated property are presented in Table 3. 276 
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Table 3. Evaluation of the physicochemical properties, antigenicity, and allergenicity of the BOV 13 multi-epitope 277 

protein using the ProtParam, AlgPred, and VaxiJen tools. 278 

Assessed property Multi-epitope protein BOV 13 

Number of amino acids 321 

Molecular weight (kDa) 33.24 

Theoretical isoelectric point (pI) 9.88 

Negative residues (Asp + Glu) 22 

Positive residues (Arg + Lyz) 37 

Estimated half-life (hours)  

Bacteria (E. coli) > 10 h 

Mammalian (Reticulocyte) 30 h 

Yeast > 20 h 

Instability index 58.85 (unstable) 

Aliphatic index 62.46 

Grand average of hydropathicity (GRAVY) -0,507 (soluble) 

Antigenicity (VaxiJen 2.0) 1.1543 

Alergenicity (AlgPred) Non-allergenic 

AlgPred: software for predicting the allergenicity of a protein; Arg: arginine; Asp: asparagine; E. coli: Escherichia 279 

coli; Glu: glutamate; Lyz: lysine. ProtParam: software for predicting the physicochemical properties of a protein; 280 

VaxiJen: software for predicting the antigenicity of a protein. 281 

 282 

 283 

3.6. Secondary and tertiary structure prediction 284 

Following preliminary evaluations, the BOV 13 construct was analyzed for its mRNA secondary 285 

structure. The minimum free energy (MFE) structure exhibited a ΔG of -394.50 kcal.mol-¹, while the centroid 286 

structure presented a higher free energy of -273.50 kcal.mol-¹. The thermodynamic ensemble had a free energy of 287 

-412.36 kcal.mol-¹, an ensemble diversity of 251.73, and an MFE structure frequency of 0%. The predicted MFE 288 

(Figure 1a) and centroid (Figure 1b) secondary structures are depicted in Figure 1. Positional entropy analysis 289 

(Figure 1c) indicated structural variability, particularly highlighting regions where the MFE and centroid structures 290 

diverged, suggesting local conformational flexibility in the BOV 13 mRNA. However, it is important to emphasize 291 
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that neither the free ends nor the interaction energy represent barriers to the ribosome interaction with the BOV 13 292 

messenger RNA structure. 293 

 294 

Figure 1. Secondary structure analysis of the BOV 13 messenger RNA (mRNA) using the RNAFold software. a: 295 

Prediction of the minimum free energy (MFE) secondary structure of the BOV 13 mRNA. b: Prediction of the 296 

centroid secondary structure of the BOV 13 mRNA. c: Positional entropy analysis of the MFE (red), centroid 297 

(blue), and thermodynamic ensemble (green) secondary structures. Red arrows in the MFE and centroid structures 298 

indicate the free ends that enable mRNA interaction with the ribosome. Figure 1 was generated using RNAFold 299 

software and edited using Canva.com. 300 

 301 

The secondary structure analysis of the BOV 13 multi-epitope protein revealed the formation of three 302 

main structural arrangements. The most predominant was the random coil (61.68%), followed by the extended 303 

strand (20.87%), which may be associated with β-sheet formation, and the α-helix (17.45%). Figure 2 illustrates 304 

the predicted secondary structure of the BOV 13 multi-epitope protein. 305 
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 306 

Figure 2. Prediction of the structural arrangements of the BOV 13 multi-epitope protein using SOPMA software. 307 

Random coil (letters Cc in yellow), extended strand (letters Ee in red), and α-helix (letters Hh in blue) are 308 

represented. Figure 2 was generated using SOPMA software and edited using Canva.com. 309 

 310 

3.7. Bovine TLR-7 receptor and multi-epitope protein molecular docking 311 

For molecular docking, the human TLR-7 (PDB ID: 7CYN) and bovine TLR-7 structures were first 312 

aligned, with the Root Mean Square Deviation (RMSD) between the structures being 0.91 Å, which can be used 313 

for structural comparisons. The human TLR-7 was experimentally obtained in its dimeric form, and upon aligning 314 

the structures, the interaction interface between the proteins was identified (Figure 3). The protruding loop within 315 

the TLR receptor is responsible for the interaction between the dimers. 316 
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 317 

Figure 3. Structural alignment between bovine TLR-7 (AlphaFoldDB ID: AF-A0A3Q1MK24-F1) (blue) and 318 

human TLR-7 (PDB ID: 7CYN) (green).  319 

 320 

Molecular docking revealed that the BOV 13 multi-epitope protein interacts with a high interaction energy 321 

(-1264.7 kcal.mol-¹) with 88 cluster members. The interaction occurred at different sites from those typically 322 

observed, with binding at the bottom of the receptor (Figures 4a and 4b). However, it is possible that this interaction 323 

will not interfere with the functions of either the multi-epitope protein or the TLR-7 receptor. 324 

 325 

Figure 4. Molecular docking between the BOV 13 multi-epitope protein (red) and bovine TLR-7 (blue). a: BOV 326 

13 multi-epitope protein (red) + bovine TLR-7 (blue). b: BOV 13 multi-epitope protein (red) + bovine TLR-7 327 

(blue) structurally aligned with human TLR-7 (green). 328 

 329 
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3.8. Expression and processing of the multi-epitope protein 330 

The gene of interest, cloned into the pET24a (+) vector, was successfully expressed in E. coli BL21 (DE3) 331 

Star culture. The protein concentration, measured using the BCA kit after purification and dialysis, was 520 ng.µL-332 

¹. 333 

 334 

3.9. Characterization of the multi-epitope protein by Western Blotting 335 

Following the expression of the BOV 13 multi-epitope protein, Western blot analysis of the bacterial 336 

extract confirmed successful expression, revealing a distinct band at the expected molecular weight of 337 

approximately 33 kDa (Figure 5). After processing and purification of the extract, the isolated protein was 338 

subjected to a second Western blot, where it was specifically recognized by the anti-HIS6x monoclonal antibody, 339 

further validating the identity of the BOV 13 construct at the same molecular weight (Figure 5). 340 

 341 

Figure 5. Confirmation of expression in the E. coli BL21 (DE3) Star strain and characterization of the BOV 13 342 

multi-epitope protein by Western blotting. The BOV 13 multi-epitope protein has an approximate molecular 343 

weight of 33 kDa, positioned just above the molecular weight marker band (Bis-Tris 10% MES buffer) at ~31 344 

kDa. The black arrow indicates the molecular weight marker band. The western blot was performed by Dr. Nadálin 345 

Yandra Botton. Figure 5 was created using Canva.com. 346 

 347 

3.10. Antigenicity assessment of the multi-epitope protein by Indirect ELISA 348 
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Protein concentrations of 50, 100, 150, and 200 ng.well-1 were evaluated for their ability to be recognized 349 

by bovine sera containing neutralizing antibody titers of 2, 16, 32, 64, and 256 against BoAHV-1/5. All tested 350 

concentrations of the multi-epitope protein were effectively recognized by sera with antibody titers of 32, 64, and 351 

256. Sera with a titer of 16 showed reactivity only at concentrations of 150 ng.well-1 or higher. No reactivity was 352 

observed with the serum sample presenting a titer of 2 at any protein concentration tested. Complete absorbance 353 

data, including positive and negative controls (expressed with standard deviation), as well as individual serum 354 

responses, are shown in Figure 6. 355 

 356 

Figure 6. Antigenicity assessment of the BOV 13 multi-epitope protein by Indirect ELISA. Protein concentrations 357 

of 50 ng (orange bar), 100 ng (yellow bar), 150 ng (blue bar), and 200 ng (green bar) were tested for plate 358 

sensitization. A bovine serum sample with a neutralizing antibody titer of 128 against BoAHV-1/5 was used as 359 

the positive control, while fetal bovine serum (FBS) served as the negative control. The negative control is 360 

represented by its respective standard deviation. Figure 6 was created using Microsoft Word 360.  361 

 362 

4. Discussion 363 

Diseases caused by BoAHV-1 and BoAHV-5 represent a major challenge to the global livestock industry 364 

(Ostler and Jones 2023), particularly in Brazil, which holds the world’s largest commercial cattle herd - 365 

approximately 238.6 million head (IBGE 2023) - and exhibits a high prevalence of these viral agents among 366 

animals (Hanzel et al. 2019; Silva et al. 2021). Varicellovirus bovinealpha1 (BoAHV-1), the etiological agent of 367 

Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), Infectious Pustular Balanoposthitis (IPB), and Infectious Pustular 368 

Vulvovaginitis (IPV), is closely associated with respiratory and reproductive disorders, leading to infertility, 369 
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abortion, and marked declines in productivity (Ostler and Jones 2023). Varicellovirus bovinealpha1 (BoAHV-5), 370 

on the other hand, is known to cause meningoencephalitis, a severe and often fatal neurological disease, especially 371 

in calves (Zajac et al. 2010). Infections caused by these pathogens result in substantial losses to producers due to 372 

treatment costs, impaired reproductive performance, and mortality (Can et al. 2016; Silva et al. 2021). 373 

From an economic perspective, the repercussions extend beyond individual farms to national and 374 

international trade levels, with potential implications for sanitary requirements and trade barriers. Importing 375 

markets such as the European Union may impose restrictions on Brazilian livestock products due to the presence 376 

of these and other pathogens within the national herd (Forbes 2024). Furthermore, disease outbreaks can lead to 377 

premature culling and reduced replacement capacity, directly affecting the competitiveness of Brazilian livestock 378 

production, particularly in meat and by-product exports. 379 

Effective control strategies - including accurate viral diagnosis, sound biosecurity practices, and 380 

vaccination - are essential to curbing the spread of BoAHV-1 and BoAHV-5 and mitigating their associated 381 

economic impacts (Botton et al. 2022). In this context, immunoinformatic-driven methodologies offer valuable 382 

tools for the rational design of more effective, cost-efficient, and rapidly developed biotechnological products 383 

compared to traditional vaccine development pipelines (Martinelli 2022; Shawan et al. 2023). Computational 384 

platforms used in immunoinformatic allow for the identification of immunogenic regions within known protein 385 

sequences and enable predictions of structural, physicochemical, allergenic, and receptor-binding properties. 386 

These insights support the rational design and decision-making processes related to the production of immune 387 

biologicals (Parvizpour et al. 2020). 388 

In the present study, we designed a multi-epitope protein derived from the conserved regions of 389 

glycoproteins B, C, and D of BoAHV-1 and BoAHV-5, performed in silico structural and functional 390 

characterization, and expressed the construct in an Escherichia coli system for subsequent immunogenic 391 

evaluation. For this purpose, we employed well-established immunoinformatic methodologies reported in the 392 

literature. The analyses presented here comprehensively assess the development, characterization, and predicted 393 

immunological response associated with the BOV 13 multi-epitope protein. 394 

In a broader context, the global alignments performed between the amino acid sequences of glycoproteins 395 

B, C, and D revealed highly conserved regions across the same glycoproteins from both viral species. Rasheed et 396 

al. (2018), when conducting similar alignments including eight herpesvirus species - among them BoAHV-1 - also 397 

identified conserved sites, suggesting that these regions may play a critical role, particularly in the initial 398 

attachment of the virus to host cells. Moreover, since BoAHV-1 and BoAHV-5 are both genetically and 399 
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antigenically related, their glycoproteins exhibit high amino acid sequence homology, ranging from 75% to 98%, 400 

which further supports the presence of highly conserved regions between them (Denis et al. 1993; Marin et al. 401 

2020; Rashmi et al. 2024). 402 

When comparing the viral glycoprotein sequences with bovine host proteins, the results showed low 403 

identity scores (< 35%, E-value 0.005), indicating that these viral proteins are not closely related to endogenous 404 

bovine proteins. This suggests that glycoproteins are likely to be recognized as heterologous antigens by the host 405 

immune system, thereby reducing the risk of autoimmune cross-reactivity (Naz et al. 2015; Zhang et al. 2024). 406 

BoAHV glycoproteins play essential roles in the viral replication cycle and host immune interaction 407 

(Osterrieder 2017; Rashmi et al. 2024). Glycoprotein B (gB) is involved in viral attachment and membrane fusion 408 

with host cells, as well as facilitating cell-to-cell viral spread (Turner et al. 1998; Osterrieder 2017). Glycoprotein 409 

C (gC) is critical for initial contact, as it binds to heparan sulfate on the cell surface (Herold and WuDunn 1991; 410 

Spear et al. 1992). Meanwhile, glycoprotein D (gD) mediates specific interactions with host cell receptors and is 411 

indispensable for efficient viral entry (Turner et al. 1998; Dummer et al. 2014). These biological functions make 412 

viral glycoproteins prime targets for vaccine development strategies, as inducing a robust immune response against 413 

them may effectively reduce viral load and prevent disease onset in infected animals (Tizard 2020). 414 

The prediction of epitopes binding to B-cell, CTL and HTL is a pivotal step in the rational design of 415 

vaccines. MHC-I presentations are key to activating CTLs, which are essential for eliminating infected cells, while 416 

MHC-II presentation activates HTLs, which are crucial for coordinating adaptive immunity. Additionally, epitopes 417 

recognized by B-cells play a central role in initiating antibody-mediated (humoral) responses that confer protection 418 

against infection (Abbas et al. 2023). Incorporating BoLA alleles (bovine MHC-I) into epitope prediction is 419 

particularly relevant due to the genetic diversity of cattle populations. Selecting epitopes with broad binding 420 

potential across different BoLA haplotypes ensures enhanced immunological coverage and improves vaccine 421 

efficacy across heterogeneous herds (Lewin 1989). 422 

Our epitope prediction analyses identified a higher number of candidate epitopes from gB, reinforcing its 423 

superior immunogenic potential compared to gC and gD (Quinteiro-Barbosa et al. 2024; Rashmi et al. 2024). 424 

Nonetheless, clustering epitopes among B-cell, CTL, and HTL predictions highlighted immunologically relevant 425 

peptides that are essential for designing a focused multi-epitope construct. The use of an antigenicity threshold (≥ 426 

0.8000) ensured that only the most promising peptides were selected, resulting in an optimized set of 12 prioritized 427 

epitopes (Table 2), with a balanced distribution among glycoproteins B, C, and D. 428 
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To assemble the selected epitopes, the GGGGS and EAAAK linkers were employed. The GGGGS linker 429 

is a flexible polypeptide composed of hydrophilic amino acids such as glycine (G) and serine (S), which help 430 

prevent epitope dissociation and can enhance protein solubility (Patel et al. 2022). This linker was used between 431 

peptides derived from the same glycoprotein, as its flexibility allows for favorable interactions between adjacent 432 

epitopes. Conversely, the rigid EAAAK linker is a structured polypeptide composed of glutamate (E), alanine (A), 433 

and lysine (K), which typically adopts a hydrophilic α-helical conformation. This linker was strategically placed 434 

between epitopes derived from different glycoproteins, maintaining spatial separation and allowing each epitope 435 

to function independently of neighboring domains (Wu et al. 2009). Beyond improving solubility, these linkers 436 

can also enhance protein stability, expression efficiency, and biological activity (Wu et al. 2009; Patel et al. 2022). 437 

Following epitope assembly, the multi-epitope protein BOV 13 underwent further analyses to evaluate its 438 

physicochemical properties, antigenicity, and allergenicity, yielding promising results for its application in 439 

immunology - particularly as a potential vaccine candidate (Table 3). Its molecular weight (33.24 kDa) and 440 

predicted half-life in E. coli (>10 h) are favorable for expression in heterologous systems, given the ease of 441 

expression and purification of smaller proteins, as well as the likelihood of sustained protein accumulation 442 

following induction (Rosano and Ceccarelli 2014). Furthermore, the protein's moderate thermostability, indicated 443 

by its aliphatic index, provides an additional advantage for production and storage. While BOV 13 appears capable 444 

of tolerating moderate temperature fluctuations, its stability under extreme conditions may be limited, necessitating 445 

care in scenarios requiring long-term transport or storage (Ikai 1980; Faustino et al. 2018) 446 

The protein's solubility, reflected by its negative GRAVY score (-0.507), is also a significant advantage 447 

in the context of vaccine formulations. Soluble proteins are generally more stable in aqueous solutions, facilitating 448 

their handling during development and improving compatibility with adjuvants (Rosano and Ceccarelli 2014; 449 

Habib et al. 2024). The immunogenic potential of the construction - evidenced by high predicted antigenicity 450 

(1.1543 with threshold of ≥ 0.800), a prevalence of positively charged residues, and the absence of allergenic 451 

motifs - emerges as one of the most promising aspects of this study. This unique combination of features indicates 452 

the protein's capacity to elicit robust immune responses, supported by its favorable structural characteristics, which 453 

promote efficient interactions with immune cells such as lymphocytes and macrophages, while maintaining a 454 

safety profile appropriate for biological applications (Foged et al. 2005; Chang et al. 2008; Rosenberg and Sauna 455 

2018). 456 

Nonetheless, certain limitations were identified and must be considered during development. The 457 

instability index of 58.85 suggests that construction may be prone to degradation under adverse conditions. This 458 
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potential vulnerability could be mitigated through stabilization strategies, such as adding excipients or 459 

lyophilization, which help preserve protein integrity during storage and transportation (Gamage et al. 2019; 460 

Akbarian and Chen 2022). Additionally, the high theoretical isoelectric point (pI 9.88) indicates a predominance 461 

of basic residues (e.g., lysine and arginine), resulting in a net positive charge at physiological pH (~7.2). This 462 

feature may influence interactions with cellular components and affect solubility. To address this, pH adjustments 463 

in formulations containing BOV 13 may be necessary to improve solubility and reduce the risk of aggregation, 464 

thereby enhancing its stability and efficacy in practical applications (Lautenbach et al. 2021). 465 

The predicted secondary structure of the engineered mRNA designed for expression of the novel multi-466 

epitope protein revealed no inhibitory elements typically associated with impaired translation, supporting its 467 

potential for high-level expression. Detailed analysis of the BOV 13 mRNA secondary structure provided 468 

additional insights into its conformational stability and translational suitability. The minimum free energy (MFE) 469 

structure exhibited a ΔG of -394.50 kcal·mol⁻¹ (Figure 1a), indicating a thermodynamically stable conformation. 470 

In contrast, the centroid structure showed a higher free energy of -273.50 kcal·mol⁻¹ (Figure 1b), and the 471 

thermodynamic ensemble presented a diversity of 251.73, suggesting the presence of multiple coexisting 472 

conformations and significant structural flexibility. Notably, the MFE structure was not represented within the 473 

ensemble (0% frequency), implying that this specific conformation is unlikely to predominate under physiological 474 

conditions, reinforcing the importance of considering a range of potential structures when evaluating mRNA 475 

translation efficiency and functional dynamics (Zuker and Stiegler 1981). 476 

Positional entropy analysis (Figure 1c) revealed notable discrepancies in the relative positioning of 477 

nucleotides across different conformations, indicating a high degree of structural disorder. Such variability may 478 

impact translational efficiency, as the conformation adopted by the mRNA directly influences ribosome 479 

accessibility and interaction with translation machinery. Although such structural flexibility is often associated 480 

with reduced expression levels, no negative impact on protein expression was observed in this study. On the 481 

contrary, the construction was efficiently expressed, suggesting that the observed disorder does not impair 482 

translation. Moreover, this conformational plasticity may provide biological advantages by allowing the mRNA 483 

to adapt to varying physiological conditions (Pritišanac et al. 2019). 484 

Regarding the secondary structure prediction of the BOV 13 multi-epitope protein (Figure 2), a diversified 485 

composition of structural elements was observed, underscoring its immunological potential. The predominance of 486 

random coils (61.68%) suggests significant conformational flexibility, which may enhance the exposure of 487 

immunogenic epitopes to the immune system (Can et al. 2020). The presence of extended strands (20.87%), likely 488 
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associated with β-sheet formation, provides a stable structural scaffold that contributes to molecular interactions 489 

and protein integrity. Additionally, α-helices (17.45%) represent compact, functionally active regions that are 490 

critical for specific biomolecular interactions (Shaddel et al. 2018). This balanced combination of secondary 491 

structures suggests that the BOV 13 protein was rationally designed to optimize epitope presentation and support 492 

robust molecular interactions - essential features for effective immunobiological applications. 493 

Molecular docking is a crucial tool for evaluating biomolecular interactions, particularly in the 494 

development of vaccine candidates or immunotherapeutic agents (Porter et al. 2019). In the case of human and 495 

bovine TLR-7, the observed RMSD value (0.91  Å) between their structures indicates a high degree of structural 496 

similarity, supporting the relevance of the bovine model for comparative studies (López-Camacho et al. 2016). 497 

This alignment allowed the identification of the interface between receptor dimers - a critical region for TLR-7’s 498 

immunological functions (Figure 3). Moreover, the docking analysis demonstrated that the multi-epitope BOV 13 499 

protein interacts with TLR-7 at a non-canonical site located at the lower region of the receptor (Figures 4a and 4b). 500 

This atypical interaction site, associated with a high binding energy (-1264.7 kcal.mol-¹) and a cluster comprising 501 

88 members, indicates strong molecular affinity, suggesting the construct’s potential to trigger immune responses 502 

without interfering with the receptor’s primary signaling functions (López-Camacho et al. 2016; Porter et al. 2019). 503 

The high binding energy observed implies that BOV 13 can form stable interactions with TLR-7 - an 504 

essential feature for initiating receptor-mediated immune responses. Although TLR-7 primarily recognizes single-505 

stranded RNA-associated molecular patterns (Abbas et al. 2023), it was selected for docking studies due to the 506 

availability of a well-modeled structure. Ideally, TLR-9 - which is directly involved in viral DNA recognition 507 

(Abbas et al. 2023) - would be more appropriate for this type of analysis. Nonetheless, the large number of cluster 508 

members (88) underscores the docking model’s robustness and consistency, supporting the inference that similar 509 

interactions could occur with TLR-9. 510 

To support the practical evaluation of BOV 13, the gene was cloned, propagated, and expressed in a 511 

heterologous system based on Escherichia coli. Preliminary Western blot analysis (Figure 5) confirmed the 512 

presence of the protein at the expected molecular weight, validating the efficiency of the bacterial expression 513 

system (Gonçalves et al. 2024). Following purification and dialysis, the structural integrity of the protein was 514 

preserved, as evidenced by detection with the anti-His6 antibody (Figure 5). Final quantification revealed a 515 

concentration of 520 ng.μL⁻¹, demonstrating the feasibility of producing the protein at viable yields for 516 

downstream immunological assays. A similar expression profile was reported by Gao et al. (2021), who produced 517 

a truncated form of hACE2 at a concentration of 500 ng·μL⁻¹ using a pET28a(+) vector in an E. coli system. As 518 
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observed in the present study, their recombinant protein was initially expressed in an insoluble form and required 519 

subsequent solubilization. In E. coli, high-level recombinant expression frequently results in the accumulation of 520 

misfolded intermediates in the cytoplasm, forming insoluble aggregates known as inclusion bodies. These 521 

denatured protein aggregates lack biological activity and must therefore be solubilized and properly refolded to 522 

regain functionality (Kaur et al., 2018). 523 

To confirm the functionality of the BOV 13 multi-epitope protein, its performance was evaluated using a 524 

previously standardized in-house indirect ELISA protocol (Fischer et al. 2007). The results demonstrated strong 525 

potential for applying BOV 13 in diagnostic assays to detect bovine IgG antibodies against BoAHV-1 and 526 

BoAHV-5 (Figure 6). The consistent recognition of the protein by sera with moderate to high neutralizing antibody 527 

titers, across all tested concentrations, supports its efficacy as an antigen (Xu et al. 2015). This broad reactivity 528 

highlights the ability of BOV 13 to detect robust IgG-mediated immune responses. Moreover, its recognition at 529 

low coating concentrations, such as 50 ng/well, reinforces its feasibility for cost-effective diagnostic use. 530 

However, no reactivity was observed in sera with low neutralizing antibody titers (≤2), regardless of the 531 

protein concentration. This finding suggests the need for further optimization of assay conditions, potentially 532 

through the application of a checkerboard titration strategy to fine-tune the concentrations of all reagents involved, 533 

including sera, which in this study were tested at a fixed dilution of 1:200 (Berrizbeitia et al. 2012). Despite this 534 

limitation, detection by intermediate-titer sera (titer 16) at concentrations ≥150 ng indicates that the assay's 535 

sensitivity could be enhanced through minor adjustments. Altogether, these findings support the diagnostic 536 

potential of the BOV 13 protein and suggest its applicability in serological screening and surveillance of BoAHV-537 

1 and BoAHV-5 infections. 538 

Overall, the multi-epitope protein of BoAHV 1/5 (BOV 13) exhibits favorable structural and functional 539 

properties and a good expression rate in a prokaryotic system. This provides a solid foundation for further 540 

immunological investigations using the BOV 13 multi-epitope protein as a vaccine in animal models. 541 

 542 

 543 

 544 

 545 

 546 

 547 

 548 
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4 Considerações Finais 

 

A proteína construída neste estudo representa uma abordagem inovadora e 

promissora no campo das vacinas veterinárias. A BOV 13 exemplifica de forma 

robusta como a integração da bioinformática, biotecnologia e imunologia aplicada 

pode impulsionar o desenvolvimento de vacinas de nova geração. Além disso, sua 

capacidade de combinar diferentes epítopos conservados para otimizar a resposta 

imune, promovendo cobertura contra diferentes agentes virais, constitui um avanço 

significativo em relação às estratégias de desenvolvimento de vacinas convencionais.  

Essa abordagem não apenas amplia as possibilidades para o controle efetivo 

de doenças virais em animais, mas também apresenta um potencial translacional, 

sendo adaptável para o combate a outros agentes patogênicos, tanto na saúde animal 

quanto na humana, reforçando o caráter inovador e multidisciplinar deste estudo.  

Ainda, a proteína foi reconhecida por anticorpos anti-BoAHV, e o protótipo 

vacinal foi capaz de gerar imunidade a nível de anticorpos totais nos animais 

imunizados, o que comprova o conceito estabelecido através das análises in sílico 

realizadas.  
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