UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
GRADUAGCAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES LIGANTES A
ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PROTEINAS DE

Babesia bigemina

Rafael Nascimento

Orientador: Dr. Luiz Ricardo Goulart, PhD.

UBERLANDIA - MG
2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES LIGANTES A
ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PROTEINAS DE

Babesia bigemina

Aluno: Rafael Nascimento

Orientador: Dr. Luiz Ricardo Goulart, PhD.

Monografia apresentada a Universidade
Federal de Uberlandia como parte dos
requisitos para a conclus&o do Curso de
Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas.

UBERLANDIA — MG
2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES LIGANTES A
ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PROTEINAS DE
Babesia bigemina

Aluno: Rafael Nascimento

COMISSAO EXAMINADORA

Presidente: Dr. Luiz Ricardo Goulart Fitho, Ph.D.
Examinadores: Ms. Fausto Emillio Capparelli

Ms. Carlos Roberto Prudéncio

Data da Defesa: 20/ 04 /2006

As sugestdes da Comiss@o Examinadora e as Normas do Curso de Graduagao
em Ciéncias Biolégicas para o formato foram contempladas.

Orientador

Uberlandia, /]




AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Solange e Nilson e as minhas irmas, Mariana e
Emilia, por apoiarem a minha formagao e a concretizacao deste trabalho.

Ao meu orientador, Luiz Ricardo e aos meus colegas do Laboratério de
Genética Molecular da UFU, especialmente ao Carlos, Juliana, Fausto, Guilherme,
Paula e José Geraldo pela colaboracdo, pelos importantes conselhos e
esclarecimentos.

Aos meu amigos, Marco Lara, José Geraldo, Frederico Mameri, Rémulo
Nascimento, Adriana Faria, Luciana Paranahyba e Francisco Resende pela
companhia durante este percurso.

A professora Dra. Divina Queiroz e aos seus orientados Bruno e Guilherme,
pela disposigao do Laboratério de Virologia e pelos ensinamentos em cultura de
células animais, além do apoio durante todo o curso de graduacao.

Agradego aos professores do Curso de Ciéncias Bioldgicas pela dedicagao
a0 ensino e a pesquisa, atividades nobres que tanto nos enriguecem e a Deus por

permitir-me viver.



iNDICE

INDICE ettt 5
LISTA DE ABREVIATURAS . .....ooiiiiie et s 6
LISTA DE AMINOACIDOS. .......oivoarieeeieeeeiseer et eseen s 8
INTRODUGAO ...t s 9
BabeSiOSE BOVIN. ... . eeeeeeeeeeeeeee e ee et etse e ee e e e ettt 9
PhAge DISPIAY......cvururisrererrriarsseserssi s 13
(@)= N =8 1 L/ T O USSP PRIEEITIPP PP 19
MATERIAL E METODOS. ....cooeeeueeteeere e sseasnassss s esssssssss s 20
ANticOrpos MONOCIONAIS. .......oruiivrrirctii e 20
Selecao de Peptideos — Biopanning em SOIUGAO0............coviviiiniiiniens 20
Extracdo de DNA de Fagos.....c.cocerimimiinneiiiit e 22
Seqiienciamento de DNA..........ccoiii 23
Anélise dos Dados por BioinfOrMatiCa. ........coovrriiiiriiii 24
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......ociietieerieirie i sisrieseie s s 25
Selegao de Peptideos — BiOpanning..........cooeriiiiiniisnes 25
Sequienciamento de DNA e Bioinformatica.........counnns 26
Bioinformatica: Hsp20 e Peptideos Selecionados.............ccooriiiiininininniine 28
Bioinformatica: p58 e Peptideos Selecionados.........ccovieeiiinininninees 34
CONGCLUSAO . ottt eeeeeeeeeessee e res st n st 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ocoiieittriceee et 41



°C
Hg

pm
DNA

M13KE
M13mp19
ng

p/v

Pb
PBS
PBST
PCR
PD
PEG
pH
Ph.D

Ph.D-12mer

Pl
PV
RELIC

LISTA DE ABREVIATURAS

Graus Celsius

Microgramas

Microlitros

Micrometro

Acido desoxirribonucléico

Densidade otica

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Grama

Imunoglobulina G

Isopropil o-D-tiogalactosise

Quilodalton

Litro

Molar

Vetor de clonagem de bacteriéfagos filamentosos
Vetor de clonagem de bacteridfagos filamentosos
Nanogramas

Peso por volume

Par de base

Fostfato de sddio

Fosfato de sodio com tween 20

Reacdo em cadeia da polimerase

Phage Display

Polietileno glicol

Potencial Hidrogeniénico

Bibliotecas de Phage Display New England Biolabs
Biblioteca contendo 12 peptideos randoémicos
Proteina Ill capsidica de bacteritfagos filamentosos

Proteina VIl capsidica de bacteriéfagos filamentosos

Receptor Ligants Contents



RNAmM
TBST
UFC
v/iv
X-gal
Hsp20
RAP-1
p58
BSA
LB

Acido Ribonucléico mensageiro

Trifosfato de sddio com Tween 20
Unidades formadoras de col6nias

Volume por volume
5-Bromo-4-cloro-3indolil-o-D-galactosideo
Small Heat Shock Protein

Proteina Associada a Roptria 1

Proteina de 58 kDa de Babesia bigemina
Soro Albumina Bovina

Meio Luria Bertani



I g mm o O »

< s <40 mImOUVZEZTr R

Alanina

Cisteina

Acido aspartico

Acido glutamico

Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano

Tirosina

LISTA DE AMINOACIDOS



INTRODUGAO

Babesiose Bovina

A babesiose bovina, doenca causada pelos hemoprotozoarios Babesia
bovis, Babesia bigemina, Babesia major, Babesia divergens e Babesia jakirnovi €
transmitida principalmente por ninfas e adultos do carrapato Boophilus microplus.
Tais parasitas possuem similaridades e diferengas antigénicas que conferem
importantes mecanismos na indugdo da resposta imunologica.

A doenca caracteriza-se pela massiva destruicao eritrocitica do hospedeiro
decorrente do ciclo de vida intra-eritrocitario dos patdégenos.

As manifestagdes clinicas desencadeadas nesta enfermidade séo variaveis,
podendo-se observar diferentes graus de gravidade, que oscilam em fungao da
viruléncia e patogenicidade entre as espécies e isolados de Babesia. Quanto a
patogenicidade, B. bigemina é capaz de desencadear um mecanismo pelo qual
acarreta danos celulares e tissulares (Losos, 1986). Este babesideo determina um
quadro de anemia progressiva, disfungado cerebral, palidez de mucosas,
hemoglobindria, febre, edemas, inapeténcia e pode levar o animal a morte.

O esporozoito, a forma infecciosa da Babesia bigemina, é encontrada nas
glandulas salivares de Boophilus spp. infectados. Quando introduzidos nos tecidos
do hospedeiro, os esporozoitos invadem os eritrocitos e se multiplicam,
transformando-se em merozoitos. Os ciclos de invas&o e lise de eritrécitos levam
ao desenvolvimento da doenca. Potenciais alvos de protegdo imunologica ao
protozodrio incluem as superficies dos esporozoitos, merozoitos e eritrécitos
infectados (McElwain et al. 1987).

A babesiose bovina é responsavel por grandes perdas na atividade
agropecudria em areas tropicais e subtropicais no mundo. No Brasil, as perdas
causadas pela babesiose e anaplasmose bovinas foram recentemente estimadas
em US$ 500 milhdes anuais (Grisi et al., 2002).

Em funcgéo das grandes perdas causadas pela babesiose bovina no mundo,

pesquisas tém sido direcionadas no intuito de desenvolver novas drogas



quimioterapicas e eficientes estratégias de controle. Muitas drogas ja utilizadas
tém mostrado ineficiéncia em funcdo de sua toxicidade e do desenvolvimento de
resisténcia pelos parasitos. O uso indiscriminado de drogas anti-Babesia como
agentes profildticos, incluindo o uso de doses sub-letais em animais, tém
atualmente contribuido com o desenvolvimento da resisténcia aocs medicamentos
(Bork et al., 2003).

Entre as medidas profilaticas empregadas no controle da babesiose bovina
destacam-se a vacinacgdo, o controle do vetor e tratamento quimioterapico dos
animais infectados. A pratica mais comum de vacinagao utilizada atualmente é a
premunicdo, que consiste na inoculagdo de sangue proveniente de animais
contaminados. Esta pratica promove boa imunidade a cepas homdlogas e
heterdlogas do parasito, porém apresenta algumas desvantagens, como a
perpetuagao dos parasitos no ambiente; a variacdo de viruléncia dos agentes
infecciosos, resultando comumente em morte, aborto ou desenvolvimento da
doenca; altos custos e dificuldades procedimentais como estocagem, transporte e
produgdo suficiente de vacinas; além da transmissao de outros agentes
causadores de doencas (McElwain et al., 1987).

Animais sobreviventes de infecgédo natural ou por vacinas atenuadas sao
protegidos dos efeitos clinicos da doenga. Entretanto, a premunigao é uma técnica
extremamente cara, impraticavel em paises em desenvolvimento que nao
possuem a infraestrutura necessaria, tornando-se uma forma comum de
transmissao de outros agentes infecciosos aos animais vacinados.

A identificacdo de polipeptideos de merozoitos de Babesia bigemina
mostrou a existéncia de proteinas de 200, 82, 66, 58, 55, 52, 43, 36, 26, 23 € 21
kDa. Varios autores tém identificado diferentes proteinas da superficie de
merozoitos, de fracbes de roptrias e de eritrécitos infectados (Machado et al.,
1997).

Similarmente ao Plasmodium, a invasdo dos eritrécitos pela Babesia
bigemina envolve a orientagdo apical posterior do parasito e é hipotetizada a
utilizacdo de proteinas de roptrias e micronemas. Embora a fungdo de muitas

proteinas de roptrias de Plasmodium nao ser conhecida, a adesao do parasito no
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eritrécito, a lise do mesmo e as atividades de inser¢do de lipideos tém sido
associadas a proteinas individuais de roptrias. Somente uma proteina de roptria
de Babesia foi descrita, denominada Babesia bovis proteina associada a roptria 1
(roptry-associated protein 1, RAP-1/ 60 kDa). Essa proteina é codificada por dois
genes pertencentes a uma familia multigénica envolvendo B. bovis, B. bigemina,
B. canis e B. ovis. Interessantemente, existe significativa similaridade entre as
seqliéncias de aminoacidos de RAP-1 e proteinas de roptrias de outros parasitos
do grupo apicomplexa, incluindo a RAP-1 de Plasmodium falciparum. A maioria
dos mecanismos utilizados pelas diferentes espécies de protozoarios na invasao
de eritrécitos é desconhecida, mas certamente inclui eventos comuns. A
identificagdo de outras proteinas de roptrias de Babesia permitiria a comparagao
entre espécies de Babesia e Plasmodium na busca de polipeptideos que medeiem
eventos comuns na invasao e parasitismo de eritrécitos (Machado et al., 1993).

A proteina p58 de Babesia bigemina tém sido hipotetizada como sendo uma
proteina de roptria em fungdo de sua localizagao apical, confirmada por
imunofluorescéncia, e sua grande similaridade com a proteina RAP-1 (60 kDa) de
B. bovis. Similarmente & RAP-1, a proteina p58 de B. bigemina € expressa na
superficie extracelular de merozoitos e é conservada entre diferentes cepas do
parasito, sendo que ambas apresentam 45% de identidade e 65% de similaridade
nos 300 primeiros aminoacidos, incluindo a conservacao na localizagao dos
residuos de cisteina (Suarez et al., 1991). Baseado nestes resultados, foi proposto
que a proteina p58 de B. bigemina seja um membro da familia RAP-1 e poderia
ser designada de Babesia bigemina RAP-1. A protecdo induzida em bovinos
imunizados com esta proteina suporta o uso das proteinas de roptria como
imundgenos contra doengas causadas por apicomplexas. Em adicdo, a exposi¢ao
de ambas as proteinas RAP-1 de B. bovis e B. bigemina na superficie extracelular
de merozoitos sugere que a proteina p58, similarmente a outras polipeptideos de
roptria, seja mobilizada e funcional durantes eventos criticos na infecgéao
intracelular (Machado et al., 1993).

A imunidade a Babesia e protozoarios relacionados envolve ambos os tipos

de resposta imunoldgica, inata e adquirida, resultando em ativacdo de
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macréfagos, mediada por IFN-y, na fagocitose de organismos e produgado de
anticorpos neutralizantes. Na infec¢ao por B. bovis, linhagens celulares do tipo Th
secretam [IFN-y e fator de necrose tumoral em resposta ao estimulo provocado
pelo parasito. A ativagdo de macrdéfagos via IFN-y inibe o crescimento de B. bovis
por meio de um mecanismo parcialmente dependente de Oxido nitrico. A protegao
imunoldgica conferida por anticorpos contra desafios homélogos foi demonstrada
em experimentos de transferéncia passiva em gados de soros imunes ou
imunoglobulinas IgG purificadas. Experimentos baseados no conhecimento de que
células T CD4+ produzem IFN-y em resposta a estimulagao por antigenos do
parasito e agem como células T helper na produgédo de IgG foram desenvolvidos
como estratégia para identificaggo de potenciais antigenos de merozoitos de B.
bovis. Dentre os antigenos identificados, reporta-se uma proteina de 20-kDa
(Bbo20), antigenicamente e estruturalmente conservada em B. bigemina (Bbg20).
Bbo20 induz proliferagao de células T CD4+ em bovinos imunizados com B. bovis
e a estimulacéo de clones T CD4+ Bbo20 especificos, com antigenos de B. bovis,
levam & produgdo de IFN-y. Bbo20 e Bbg20 séo relatadas como proteinas da
familia hsp (“small heat shock”), que inclui véarias hsps de plantas, o-cristalinas e
hsp30/bag1 de Toxoplasma gondii, expressa somente na fase de bradizoito do
parasito (Brown et al., 2001).

As proteinas da familia HSP / a-cristalina apresentam significante
homologia entre espécies do mesmo género, mas apresentam baixa similaridade
entre espécies de géneros diferentes.

Embora a funcdo das proteinas HSPs nao seja ainda bem esclarecida,
muitos membros da familia a-cristalina possuem a fungéo de chaperonas.

As proteinas de 20-kDa s@o altamente conservadas entre B. bigemina e B.
bovis, com 86,4% de identidade nas sequéncias de aminoacidos. Nao
surpreendentemente, epitopos de linfécitos B e T s&o também conservados entre
cepas geograficamente distantes de B. bovis. Entretanto, a identificagao de células
T Bbo20 especificas que reconheceram B. bovis somente e B. bovis e B. bigemina
conjuntamente, indica a presencga de dois epitopos de celula T distintos em Bbo20.

Epitopos de linfocitos B também sao compartilhados entre B. bovis e B. bigemina.
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Tais conclusdes foram baseadas na reatividade de ambas as proteinas a soros
anti-Bbo20 de coelho, anticorpos monoclonais especificos para Bbo20 e
anticorpos de camundongos direcionados contra o peptideo KSHDYSEKPS (aa
25-34) de Bbo20 que difere de seu homdlogo em B. bigemina somente pelas
posicoes dos aminoacidos 26 e 30. A conservagao de epitopos de linfécitos B e T
entre cepas dos parasitos € uma importante consideragao no desenvolvimento de
vacinas, evitando a susceptibilidade de bovinos imunizados com antigenos de
determinada cepa ao desenvolvimento de infec¢@o por cepas heterologas (Brown
et al., 2001).

Estudos prévios utilizando testes de proliferacdo de células T e
imunoblotting utilizando-se o anticorpo monoclonal 23/28.57, reativo a proteina
Hsp20 de Babesia bovis, revelaram a conservaga@o de epitopos da proteina em
cepas de diferentes regides geograficas. Com o intuito de determinar o nivel de
conservagdo de aminoécidos na proteina, o DNA gendmico hsp20 foi obtido de
diferentes cepas do parasito e seqtienciado (Norimine et al., 2004).

Norimine et al. (2004), por meio de testes com células T CD4+, mostraram
a existéncia de reconhecimento do epitopo DEQTGLPIKS da proteina Hsp20 de
B. bovis e do epitopo DEQTGLPVKN da mesma proteina em B. bigemina,

diferentes apenas por dois aminoacidos.

Phage Display

A tecnologia Phage Display foi desenvolvida por Smith, em 1985, e permite
a selecdo de peptideos ou proteinas com propriedades especificas de ligagao a
alvos de interesse. A técnica consiste na expressdo de peptideos, proteinas ou
fragmentos de anticorpos na superficie de particulas de fagos. Este processo pode
ser realizado através da incorporacéo da sequéncia de nucleotideo codificante do
peptideo no genoma do fago ou fagomideo fusionado ao gene responsavel pela
codificagdo das proteinas de superficie da particula viral. A ligagao fisica entre o

fendtipo e o gendtipo da expresséo de proteinas, além da capacidade replicativa
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dos fagos sdo os elementos estruturais que dao suporte a esta tecnologia.
Utilizando-se da técnica Phage Display, é possivel a construgao de bibliotecas
com diversidade de milhdes e até bilhdes de seqléncias de nucleotideos variantes
que podem ser convertidas em proteinas expressas na superficie de fagos e que
poderao ser convenientemente selecionadas de acordo com suas propriedades.

As seqiiéncias de nucleotideos a serem clonadas s&o inseridas na regiao
do genoma do fago ou fagomideo responsavel pela codificacdo das proteinas de
superficie, usualmente as proteinas plil e pVII (Smith & Valery, 1997).

O principio deste método consiste no isolamento de fagos que se ligam ao
alvo de interesse, geralmente moléculas bioldgicas, e a identificagéo do inserto por
seqiienciamento. Dependendo da estringéncia do processo de selegao, pode-se
obter um limitado numero de clones de alta afinidade, bem como um elevado
numero de clones com diversos graus de afinidade.

As primeiras proteinas expressas na superficie de fagos foram os
anticorpos, sendo a sequéncia codante das regides variaveis dos anticorpos (V)
fusionadas a regido amino-terminal da proteina P!l do fago (McCafferty & Girifiths,
1996).

Bibliotecas de Peptideos Randdémicos foram a primeira aplicagao desta
tecnologia. Bibliotecas em diferentes formatos, expressando fragmentos de genes,
hormdnios, enzimas, receptores e cDNA tém sido desenvolvidas.

Anticorpos monoclonais utilizados na tecnologia Phage Display tém sido
direcionados contra uma série de proteinas, muitas vezes consistindo em
glicoproteinas imunodominantes de superficie de patégenos, como virus, bactérias
e protozoérios, envolvidos nas mais diferentes patologias humanas e animais,
como alergias, doencas auto-imunes, doengas infectocontagiosas € outras. A
selecdo de peptideos por meio de anticorpos monoclonais serve a muitos
propdsitos, sendo o mais comum deles a identificagdo e mapeamento de epitopos.
A localizag&o inequivoca de epitopos envolve a identificagdo de homologia entre o
peptideo selecionado e o antigeno natural. O mapeamento de epitopos pode

produzir, também, informagdes que ajudem no esclarecimento da organizagao
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estrutural do antigeno e suas relagdes estruturais e funcionais (Deroo & Muller,
2001).

Muitos tipos de fagos tém sido utilizados como veiculos na tecnologia
Phage Display, incluindo o fago filamentoso Ff, fagos Lambda e T7 (Rodi &
Makowski, 1999; Danner & Belasco, 2001).

Cada um dos diferentes tipos de fagos apresenta suas vantagens e
desvantagens de acordo com sua aplicagéo. A familia Ff (inclui os fagos M13, f1 e
fd) sdo excelentes veiculos de clonagem uma vez que apresentam dimensdes
ideais para a acomodacéao do inserto de DNA. Os fagos Ff fazem parte do grupo
dos virus que infectam bactérias gram negativas e que possuem COmo material
genético DNA de fita simples (ssDNA). A infecgao viral ocorre atraves do pilus
sexual das bactérias que contém o plasmideo F e a liberagao da particula viral
ocorre a partir da extrus@o do DNA através da membrana, sem a ocorréncia de
lise celular. As sequéncias de DNA desses trés fagos mostram que eles
apresentam 98% de homologia, conseqiientemente, a sequéncia protéica dos
produtos génicos é praticamente a mesma (Webster, 2001).

O vetor M13KE (Figura 1), derivado do vetor de fagos m13mp19 possui
uma rdpida propagagdo e nao necessita de selecdo por antibidtico ou
superinfecgao por fago helper. Além disto, 0 gene lacZ, presente neste vetor,
facilita a distingdo entre colénias bacterianas infectadas com fagos de bibliotecas

(colénias azuis) e colbnias nao infectadas ou infectadas com fagos selvagens

Figura 1: Vetor M13KE (Tang et al., 2002).
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trés dominios (D1, D2 e D3) separados por residuos de glicina. Estudos
cristalograficos estruturais dos dominios D1 e D2 mostraram uma conformagao

semelhante a ferradura de cavalo (Lubkowski et al., 1998; Holliger et al., 1999).
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(colénias brancas) (Messing et al., 1977; Messing, 1983). O vetor M13KE permite
a construcdo e propagagao de bibliotecas de phage display pelo uso de técnicas
padronizadas para fagos M13. Para pequenos insertos, a biblioteca pode ser
amplificada repetidamente com pouca perda de sequéncias e diversidade (Barbas
et al., 2001).

A particula de fago é formada por uma fita simples de DNA envolta por uma
capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVi, pViI, pVIl e plX). Destas
cinco proteinas existem aproximadamente 2800 cépias da pVlll e cinco copias da
plll. Neste sistema, 0 gene codificador do peptideo ou proteina de interesse é
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa protéica do
fago (Phizicky & Fields, 1995; Brigido & Maranhao, 2002). Assim, o peptideo &
expresso na extremidade N-terminal da pill ou pVIil. A plli esta relacionada com a
infectividade do fago pela ligagao ao pilus F da célula bacteriana. Ela apresenta
trés dominios (D1, D2 e D3) separados por residuos de glicina. Estudos
cristalograficos estruturais dos dominios D1 e D2 mostraram uma conformagao
semelhante a ferradura de cavalo (Lubkowski et al., 1998; Holliger et al., 1999).
Devido a baixa representatividade da plll em relagdo a pVlll, as bibliotecas de
peptideos sintéticos fusionados na plil sdo mais indicadas para descoberta de
ligantes com alta afinidade (Brigido & Maranhao, 2002).

A selegdo dos peptideos ou proteinas, técnica denominada biopanning,
consiste em um procedimento de selegao por afinidade que possibilita o
enriquecimento de moléeculas ligantes aos alvos de interesse. (Parmley & Smith,
1988).

Diversos protocolos de biopanning tém sido descritos. Eles se dividem em
duas classes basicas, ambas relacionadas com a fase em que ocorre a ligag@o do
fago ao alvo, podendo ser distinguidas em ligagao em fase liquida e ligacao em
fase sdlida. Na maioria das vezes, O alvo é retido em placas de ELISA, mas o
procedimento pode ser realizado também por acoplamento em beads, resinas e

membranas.
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No procedimento de selecdo, as moléculas alvo s&@o imobilizadas em
suporte sélido tais como placas de ELISA, beads, resinas ou membranas e sao
expostas aos fagos, permitindo a eliminacao das particulas virais nao ligantes
através de lavagens sucessivas. Os fagos ligados aos alvos sao eluidos
posteriormente e amplificados para os ciclos posteriores de selecao bioldgica,
possibilitando o enriquecimento do conjunto de fagos com seqiiéncias especificas
contra o alvo. Apos trés ou quatro passagens, OS clones individuais s&o

caracterizados por seqiienciamento de DNA, western blotting ou ELISA.

—_— B

Biblioteca de Fagos —_

Exposig&o dos fagos
ao alvo

Fren

Lavagem dos fagos

nao ligantes

Eluigao dos
fagos ligantes

Seqiiénciamento das
moléculas ligantes
ao alvo

Figura 2: A — Arquitetura do Fago M13KE; B — Esquema do Ciclo de Selegao por
Afinidade (Adaptado de Smothers, J. F., 2002).

Varias aplicacbes das bibliotecas de peptideos randomicos expostos em

fagos tém sido realizadas com sucesso, tais como mapeamento de epitopos
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(Jefferies, 1998), desenvolvimento de vacinas (Irving et al., 2001), identificacao de
substratos de proteinas quinases/ligantes de SH2 (Kay et al, 2001), e
identificagdo de peptideos miméticos de ligantes nao peptideos (Oldenburg, 1992).
As vantagens da utilizagao da técnica sao: a habilidade de selecionar ligantes de
alta afinidade, a possibilidade de produzir proteinas soltveis, o baixo custo, o facil
manuseio e a rapidez (Smith & Petrenko, 1997). Uma particular aplicagéo € a
identificacdo de novos peptideos bioativos pela selecao contra receptores de
superficies celulares imobilizados ou em células intactas (Silva Jr. et al., 2002).
Phage display pode ser utilizado também in vivo para identificar peptideos que se
ligam em 6rgéos especificos. Neste caso, a biblioteca de fagos ¢é injetada por via
intravenosa, geralmente em roedores, e apés o periodo de incubagao os orgaos
de interesse sdo removidos, homogeneizados e mantidos em suspensdo com E.

coli (Rajotte et al., 1998).
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OBJETIVOS

Os objetivos principais deste trabalho foram:

Selecionar e isolar peptideos ligantes a anticorpos monoclonais anti-
proteinas de Babesia bigemina a partir de bibliotecas de peptideos recombinantes

por meio da tecnologia Phage Display.

Caracterizar por seqiienciamento e bioinformatica os fagos recombinantes
selecionados e determinar possiveis dominios funcionais das proteinas Hsp20 e

p58 de Babesia bigemina.
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MATERIAL E METODOS

Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais ligantes as proteinas de superficie de
merozoitos de Babesia bigemina foram adquiridos da empresa Veterinary Medical
Research & Development, VMRD, inc. (PO Box 502, Puliman, WA 99163 USA,
www.vmrd.com).

Os anticorpos de linhagens celulares 14.52.3.4, 14.16.1.7 e 14.29, todos do
isotipo 1gGs, sdo reativos as proteinas de [36, 20 e 16 kDa}, [58 kDa] e [72 kDa] de

Babesia bigemina, respectivamente.

Selecao de Peptideos — Biopanning em Solucao

A selecdo de peptideos sintéticos reativos aos anticorpos acima descritos
foi realizada utilizando-se uma biblioteca randémica de peptideos de 12
aminodcidos (“Ph.D. — 12mer — New England Biolabs”), seguindo-se, com algumas
modificacdes, as recomendacoes do fabricante.

A biblioteca é composta por doze peptideos randémicos seguidos por uma
curta seqiéncia espagadora Gly-Gly-Gly fusionada a regiao N - terminal da
proteina capsidica menor (Proteina lll) de bacteri6fagos M13 filamentosos. A
biblioteca consistia de 2,8 x 10 clones independentes, os quais representam as
1.9 x 10° possiveis combinagdes contidas nos 12 residuos de aminoacidos. Todas
as cinco cépias da Proteina Il capsidica dos fagos contém peptideos randomicos
aminoterminais (Noren & Noren, 2001).

A selegao foi realizada em solucéo, em fungéo de exigir uma quantidade
consideravelmente menor de anticorpos, se comparada a outras formas, sendo

utilizado como substrato 50 uL de proteina G agarose em 50% de solucao aquosa

20



(Recombinant Protein G Agarose — Invitrogen™), lavados por ressuspensao em
microtubo com 1 mL de TBS-T (TRIS — HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween
20 0,1%). Apds centrifugacao a 4.000 rpm por 1 minuto em centrifuga refrigerada
a 4°C, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado e descartado. Em seguida, a
resina foi bloqueada por uma hora em solugéo de bloqueio (NaHCO3 0,1 M, pH
8.6: BSA 5 mg/mL; NaN; 0,02%) a 8°C, sendo misturada de 15 em 15 minutos.
Apds a incubagdo, a mesma foi lavada por quatro vezes, conforme descrito
anteriormente, para entao receber a mistura de 300 ng de anticorpos monoclonais
(100 ng de cada anticorpo, misturados na mesma solucao tamponante), seguido
pela adigio de 2,0 x 10" particulas virais em um volume final de 200 ulL de TBS-T
0,1%, previamente incubados a temperatura ambiente por 20 minutos.

A mistura resina/anticorpo/fago foi agitada vagarosamente por trés vezes
durante os 15 minutos de incubagéo a temperatura ambiente e em seguida lavada
por 10 vezes com 1 mL de TBS-T 0,1%, preparando-a para a eluicdo dos fagos
ligantes feita com 1 mL de tamp&o de eluicdo (Glicina — HCI 0,2M, pH 2,2; 1
mg/mL de BSA) por 10 minutos a temperatura ambiente. Esta solugao foi entao
centrifugada por 1 minuto a 4.000 rpm e 0 eluato transferido para um novo
microtubo, onde foi imediatamente neutralizado com 150 pL de TRIS-HCI 1 M, pH
9,1.

Apés a neutralizacdo do eluato, uma amostra de 10 pL do mesmo foi
stitulada e o volume restante utilizado na reamplificagao dos fagos em 30 mL de
meio de cultura de E. coli (ER2738) contendo tetraciclina (20 mg/mL) e em fase
inicial de crescimento bacteriano (ODgoo < 0,3). A cultura foi incubada por 6 horas
em agitador com temperatura e rotagao controladas a 37°C e 210 rpm, antes dos
procedimentos de precipita¢ao e titulacao dos fagos.

A precipitagdo dos fagos iniciou-se pela centrifugagéo da cultura por 10
minutos e 4.000 rpm, a fim de extrair as células bacterianas. Apds o descarte
destas células, a cultura foi novamente centrifugada e as células residuais foram
extraidas. O sobrenadante foi transferido a um novo tubo, onde foi adicionado
20% do volume de PEG-NaCl (20% p/v de polietileno glicol — 8000 e NaCl 2,5M).

A mistura permaneceu em repouso por 12 horas a 8°C e posteriormente foi
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centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi descartado e
a amostra foi novamente centrifugada por 2 minutos, para a remogao do
sobrenadante residual. O “pellet” foi diluido em 200 pL de TBS 1X e os fagos
foram posteriormente titulados.

Os fagos reamplificados a partir do primeiro ciclo de selegdo foram
utilizados no segundo ciclo em numero de particulas de 20 x 10'" e assim
subsequientemente por trés ciclos, sendo que cada ciclo envolveu os
procedimentos de sele¢ao, titulacao do eluato, reamplificagao e titulagao dos fagos
reamplificados. A partir do segundo ciclo, a estringéncia do tampéao de lavagem foi
aumentada de 0,1% para 0,5%, utilizando-se, entdo, 0,5% de Tween-20 nas
lavagens.

Para todas as titulacdes de fagos foram utilizados 10 pL de solugao
contendo os fagos, diluidos em 90 uL de meio de cultura LB. As diluicdoes
sequenciais (10" a 10* para eluatos nao amplificados e 10° a 10" para fagos
amplificados e purificados) foram incubadas por 5 minutos com 200 uL de E coli
(ER2738) em fase de crescimento inicial e plaqueadas em meio de cultura LB
sélido contendo IPTG (0,5 mM) e X-Gal (40 pg/mL) juntamente com 3 mL de
Agarose Top (10g Agarose, 10g de Bacto-Triptona, 59 de Extrato de Levedura, 59
de NaCl e 1g de MgCl,.6H20 por litro de agua).

As placas foram entao incubadas em estufa por 18 horas a 37°C e as
colénias azuis (resultantes da quebra do substrato X-Gal pela enzima B-
galactosidase) foram contadas para a obtencao dos titulos de entrada e saida de
particulas de fago, através da multiplicagdo do nimero de colonia azuis pelo fator

de diluicao, para todos os ciclos de selecao.

Extracdo de DNA de Fagos

Para a obtencdo de DNA dos fagos, 25 pL dos fagos previamente

armazenados foram adicionados a 2 mL de cultura de ER2738 em fase de
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crescimento inicial em tubos FALCON de 15 mL, onde permaneceram sob
agitagdo de 210 rpm a 37°C por 12 horas. Apos 0 crescimento a cultura foi
centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a fim de ocorrer a sedimentagao das
bactérias. Do sobrenadante, foi extraido um volume de 1 mL e adicionado a este
400 pL de PEG-NaCl. Apds 10 minutos, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm e
4°C por 15 minutos e descartado o sobrenadante. Apds a remocao do
sobrenadante residual, foi adicionado 100 uL de Tampao lodeto (Tris-HCI 10 mM e
pH 8,0, EDTA 1 mM e Nal 4 M) e procedeu-se a agitagao rapida da solugao, afim
de facilitar a liberacao do DNA viral das particulas virais. A precipitagao e lavagem
do DNA foram realizadas com etanol 100% e 70%, respectivamente, conforme
descrito por Barbas et al. (2001).

O DNA de cada amostra foi dissolvido em 15 uL de agua e sua qualidade e
quantidade foi avaliada por amostragem em gel de agarose 0,8% e leitura

espectrofotométrica a 260 nm, respectivamente.

Seqiienciamento de DNA

A reagdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit “Big Dye
Terminator” (Pharmacia), 4 uL (~500 ng) de DNA e 10 pmoles de “primer” (96 M13
-5 HoCCCTCATTAGTTAGCGCGTAACG 3 — Amersham Biosciences), que
amplifica a regiao de nucleotideos codificante dos aminodcidos referentes aos
peptideos randémicos fusionados nos fagos M13 recombinantes.

A reacdo de amplificagao de DNA ocorreu em termociciador (Eppendorf). A
precipitagéo do material amplificado foi feita acrescentando-se Acetato de Amonio
4 M e etanol absoluto as amostras, seguido de centrifugagao por 45 minutos
(3.700 rpm e 4°C), lavagem com etanol 70% e centrifugagao (3.700 rpm e 4°C) por
10 minutos. A solubilizagao do DNA foi realizada com tampao de corrida (“Loading
Buffer”) e o sequenciamento foi realizado utilizando-se o sequienciador automatico

MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).
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Analise dos Dados por Bioinformatica

A traducao das sequéncias de aminoacidos obtidas no sequienciamento foi
realizada pelo programa DNA2PRO12. Este programa é designado para a
tradugao de seqiéncias de insertos tanto de bibliotecas da New England Biolabs
(Ph.D.-12™ ou Ph.D.-C7C™) quanto de outras bibliotecas de interesse que
contiverem as sequéncias inicial e final do vetor. O programa automaticamente
localiza a posicéo do inserto, traduz o mesmo e indica qualquer erro possivel na
seqliéncia, tais como cddons inesperados ou erros na sequéncia proxima
(http://relic.bio.anl.gov/dna2pro1 2.aspx).

Para a andlise das propriedades bioquimicas das proteinas de Babesia
bigemina, tais como: antigenicidade, probabilidade de exposigéo e hidrofilicidade,
fez-se o uso do programa DnaStar — Lasergene, subprograma Protean.

As homologias de cada peptideo, individualmente ou n&o, com proteinas de
Babesia bigemina foram testadas utilizando-se os programas MATCH
(http://relic.bio.anl.gov/match.aspx), CLUSTAL W, subprograma Jawl View
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) e Supermatcher. O programa MATCH foi usado
para parear uma seqieéncia especifica de proteina de B. bigemina com todas as
sequiéncias peptidicas selecionadas, enquanto que o programa CLUSTAL W
incluiu ainda na andlise o pareamento entre 0s peptideos recombinantes
selecionados. No programa Supermatcher foi utilizado a matriz BLOSUM62 no
alinhamento dos peptideos selecionados € a proteina p58 de Babesia bigemina.

A predicdo estrutural da proteina HSP20 foi realizada no programa
Modeller, enquanto que a predigao conformacional de epitopos foi realizada pelo

programa CEP (Conformation Epitope Prediction Server).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo dos Peptideos — Biopanning

Os procedimentos de titulagao dos fagos foram eficientes em todos os trés
ciclos de seleg@o realizados, as coldnias de bactérias apresentaram coloragao
azulada, demonstrando a quebra do substrato X-Gal e a expressao do gene da B-
galactosidase pelas bactérias ER2738, como mostrado na Figura 3. Nao foram
observados, nas titulagbes, colonias transparentes resultado da auséncia de
bactérias nao infectadas ou infectadas com fagos selvagens (nao carreadores do
gene lac Z) (Barbas et al., 2001).

A contagem do numero de coldnias azuis foi realizada em placas com
aproximadamente 100 coldnias. Apds a contagem € multiplicagao pelo devido
valor de diluicao, foram obtidos 0s titulos de entrada e saida para cada ciclo

(Tabela 1).

Figura 3: Exemplo de placa de titulagdo. As
coldnias azuis representam as bactérias
infectadas com os fagos M13 carreadores

do gene da B-galactosidase.
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Segundo Lowman & Wells (1993), a cada procedimento de selecao, formas
mais afins dos peptideos ex6égenos sA0 obtidas, ocorrendo 0 processo chamado
de maturagao da afinidade.

Para manter a diversidade de seqiiéncias entre 0S fagos ligantes, nao se
deve fazer mais que quatro ciclos de selegao. Ciclos de selecéo adicionais podem
comumente priorizar fagos que crescem, infectam ou eluem melhor do que fagos

que se ligam melhor aos seus alvos (Kay et al., 2001).

Tabela 1: Titulos obtidos nos ciclos de selegdo contra anticorpos de Babesia

bigemina.

Titulos obtidos na selegéo contra anticorpos monoclonais de B. bigemina

Numero de particulas de fagos por pL de solucao

Ciclos
Entrada Saida
Primeiro 20x10" 1,3x10°
Segundo 2,0 x 10 16,7 x 10°
Terceiro 20x10"° 24x10°

Os titulos obtidos para os fagos provenientes do eluidos amplificados foram
de 1.2 x 10" particulas de fagos (pfu) por uL para o primeiro ciclo e 5,1 x 10° pfu

por uL para o segundo, ambos dentro da média esperada.

Seqiienciamento de DNA e Bioinformatica

A andlise eletroforética do DNA foi feita por amostragem e a mesma
mostrou a auséncia de degradagao ou contaminantes, tais como RNA bacteriano,
além de indicar a concentragao de DNA nas amostras. A quantidade de DNA foi

considerada suficiente e prosseguiu-se com o seqlienciamento.
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As sequéncias de DNA geradas foram visualizadas pelo programa

Sequencer Analyzer (“MegaBace”). Para a maximizagdo da obtengdo do nimero

de sequéncias viaveis para a analise por bioinformatica, o sequenciamento foi

repetido duas vezes, utilizando-se a mesma placa de amostras. A traducdo

realizada pelo programa DNA2PRO12 (RELIC Softwares) gerou 27 seqiiéncias de

aminoacidos integras, sendo 14 delas distintas entre si.

Tabela 2: Sequéncias dos aminoacidos selecionados contra anticorpos de B.

bigemina e suas respectivas freqiiéncias na populagdo de 27 peptideos.

ID Peptideos Freqiiéncia
EO05 IKTALASPTLWP 1/27
GO05 AMTRWSPQQTLN 3/27
Go7 HPIWADKPTVGL 3/27
HO7 VGSTHSKHLSQQ 1/27
EO8 RIHSEPPHFYPT 2/27
Fo8 MPHFYGFSVAQI 2/27
E09 IPNTLTPFPRHP 1/27
G09 EGAMTSLPIPPP 2/27
HO09 TLPLHQHPIVSP 2/27
E10 AHHTNQLSDLAP 3/27
F10 VVSTRSALPNSP 1/27
G10 KTAGPGIYPMGS 2/27
G11 NDNAHAPFRYPN 2/27
H11 QTNLNDNLSYFR 2/27
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Bioinformatica: Hsp20 e Peptideos Selecionados

O alinhamento realizado pelo programa CLUSTAL W dos 14 peptideos
selecionados e a proteina Hsp20 de Babesia bigemina pode ser visualizado na
Figura 4. O alinhamento ocorreu entre a regido correspondente aos aminoacidos

de numeros 21 e 139, localizando-se principalmente entre os aminodcidos 21 e

70.
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Figura 4: Alinhamento pelo programa CLUSTAL W, subprograma Jawl View, dos
peptideos selecionados com a proteina Hsp20 (p20) de Babesia bigemina. Os
blocos em preto representam os aminoécidos que tiveram 100% de homologia

com a proteina.

O alinhamento realizado pelo programa MATCH pode ser visualizado nas
Figuras 5, 6 e 7, onde observa-se os peptideos G07, G0O5 e GO9 como possuindo
as maiores regides de similaridade com a proteina em relacdo aos demais
peptideos.

Observa-se que as seqiiéncias de aminodcidos KPXV (posicées 32, 33 e
35), PQXT (posicdes 44, 45 e 47 da proteina) e IPPP (posi¢bes 51 a 54) geradas
pelo alinhamento do programa MATCH também foram geradas pelo alinhamento
no programa CLUSTAL W.

Considerando os alinhamentos gerados pelos dois programas utilizados,
CLUSTAL W e MATCH, o resultado final dos alinhamentos pode ser visualizado
na Figura 8.
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Maximum similarity is 241.447 at position 3

4 Maximum similarity position= 32
mscimrennsegevvidegqtglpvknhdytohediyyi ykpstivpgntile 50
HPIU GL

ipppkeletpitfnptvdtffdadtnkivvimelpgfshnditvecglge 100

liisgprpkdelyvekfgnhldihirerkvgvfvrriklphnaldksvavs 150

vangildiriecsgfsemrrigidgka 200

Figura 5: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo GO7 e a
proteina Hsp20 (p20) de Babesia bigemina.

Maximum similarity is 217.076 at position 44

Maximum similarity position= 44 l»
mscimrcnnseqevvideqtglpvknhdytekpsviykﬁiti pqnt;le 50

ipppkeletpitfnptvdtffdadtnkivvimelpgfshnditvecglge 100

liisgprpkdelyekfgnnldihirerkvgyfyrriklphnaldksvavs 150

vangildiriecsgfsemrrigidgka 200

Figura 6: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo GO5 e a
proteina Hsp20 (p20) de Babesia bigemina.
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Maximum similarity is 518.980 at position 51

msc imrcnnseqewideqtglpvknhdyte}{psviykpst ivpgntile 50
EGAMTSLPIPFP EGAMTSLP

l Maximum similarity position= 351
keletpitfnptvdtffdadtn]{iwlmelpgfshnditvecglge 100
IPFF

liisgprpkdelyekfgnnldihirerkvgyfyrrfklphnaldksvavs 150

ysngildir iecsgfsenmrrigidgka Z00

Figura 7: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo G09 e a
proteina Hsp20 (p20) de Babesia bigemina.
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ETPITFNPTVDTFFDADTNKlVVLMELPGFSHNDITVECGLGELI|SGPRPKDELYE
123
KFGNNLDIHIRERKVGYFYRRFKLPHNALDKSVAVSYSNGILD| RIECSQFSEM

Figura 8: Alinhamento final entre 0s peptideos selecionados € a proteina Hsp20
de Babesia bigemina. Os aminoacidos destacadas em vermelho foram aqueles

reconhecidos pelos peptideos alinhados a proteina Hsp20.

O peptideo DEQTGLPVKN (destacado na Figura 8, com realce cinza) e
descrito por Norimine et. al (2004) como um possivel epitopo na proteina Hsp20
de B. bigemina foi reconhecido pelo peptideo HO9 nos aminoacidos LP (posigoes
22 e 23).

A sequiéncia de aminoacidos KSHDYSEKPS, descrito por Brown, W. C. et
al. (2001) como um peptideo reativo a soros anti-Bbo20 de coelho e anticorpos

monoclonais especificos para Bbo20 difere-se de sua homdloga (KNHDYTEKPS,

30




também destacada na Figura 8, com realce cinza) em B. bigemina somente pelas
posigcdes 26 e 30 dos aminodcidos. Em destaque na Figura 8, essa sequéncia foi
alinhada com os peptideos G07, G10 e H09 nas posicoes XXHXXTXKPX.

No resultado dos alinhamentos dos peptideos selecionados e a proteina
Hsp20, a seqiéncia PSTXVPQNTXLXIPPP (posigbes 39 a 54) destaca-se em
fungdo do grande niimero de aminoéacidos alinhados na mesma regido, apesar de
nao ter sido encontrado nenhuma citagao desta sequéncia como sendo um
epitopo desta proteina.

A predicao de estrutura realizada pelo programa Modeller (Figuras 9 e 10)
baseou-se em bancos de dados que continham estruturas de proteina homdlogas
a proteina Hsp20 de Babesia bigemina. Tais proteinas, estruturalmente
caracterizadas, serviram de modelo para a predi¢gdo. Foram aceitas como modelos
somente aquelas proteinas que apresentaram mais de 99% de homologia com a
proteina Hsp20, a fim de se garantir maior confiabilidade a estrutura gerada. Nao
coincidentemente, todas as proteinas selecionadas sdo da familia HSP (Small
Heat Shock Protein).
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Figura 9: Predicdo estrutural da proteina Hsp20 de Babesia bigemina pelo
programa Modeller. As regides destacadas em vermelho representam os
aminoacidos alinhados com os 14 peptideos selecionados.

Figura 10: Visualizagao por esferas da predigao estrutural da proteina Hsp20 de
Babesia bigemina pelo programa Modeller. As regides destacadas em vermelho

representam os aminodacidos alinhados com os 14 peptideos selecionados.
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A localizacdo dos amino&cidos que apresentaram alinhamento com os 14
peptideos  selecionados, destacados em  vermelho, localizaram-se
predominantemente em uma regido especifica da proteina, possivelmente por sua
alta antigenicidade.

A predigao de epitopos para a proteina Hsp20 gerada pelo programa CEP,
que pode ser visualizada na Figura 11, mostra que na regiao da proteina onde
ocorre a maior parte dos alinhamentos possivelmente localiza-se um epitopo.

A localizagao dos peptideos selecionados em uma mesma regiao, aliado ao
fato da mesma ser altamente exposta superficialmente e a sua predi¢cao para
epitopo sugerem que essa localizagdo da proteina Hsp20 seja antigénica e

represente um importante alvo no desenvolvimento de vacinas recombinantes.

Tabela 3: Proteinas utilizadas como modelos na predigdo da estrutura da proteina

Hsp20 de Babesia bigemina pelo programa Modeller.

Proteinas Homologia
HSP de Methanococcus jannaschii 99,9%
HSP de Triticum aestivum 99,9%
HSP de Taenia saginata 99,5%

A Figura 13 mostra o alinhamento realizado pelo programa CLUSTAL W
dos 14 peptideos selecionados e a proteina p58 de Babesia bigemina. O mesmo

ocorreu entre a regido correspondente aos aminoacidos de nimeros 114 e 466.



Figura 11: Predi¢ao de Epitopos na proteina Hsp20 de B. bigemina
gerada pelo programa CEP. A regiao destacada em amarelo € uma

possivel regido antigénica.
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Figura 12: Anadlise das propriedades bioquimicas da proteina Hsp20 pelo
programa DnaStar — Protean. Os gréficos azul, rosa e amarelo representam,
respectivamente, os indices de hidrofilicidade, antigenicidade (Jamerson-Wolf) e
de exposicdo superficial. Os blocos em cor preto representam os 14 peptideos

alinhados a proteina.
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Bioinformatica: p58 e Peptideos Selecionados
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Figura 13: Alinhamentos pelo programa CLUSTAL W, subprograma Jawl View, dos

peptideos selecionados com a proteina p58 de Babesia bigemina.
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Segundo McGuire et al. (1991), os aminoacidos PLSLPNPYQLDAAF
(posicBes entre 114 e 127 da proteina p58) sao fortemente conservados nas
proteinas p58 de Babesia bigemina e Bv60 de Babesia bovis. Existem ainda
oligopeptideos localizados na regido amino terminal que sao identicamente
conservados entre as proteinas p58 e Bv60. Ambas regiGes localizadas entre os
aminoacidos de nuimeros 76 a 101 na p58 e 80 a 105 na Bv60 apresentam 4
residuos de cisteina, sugerindo que ambos polipeptideos apresentam estrutura
terciaria semilar. Segundos os mesmos autores, pesquisas realizadas em bancos
de dados computacionais ndo demonstraram existir similaridade entre os 14
amino4cidos conservados e funcdes conhecidas como a de enzimas e receptores.
Portanto, o oligopeptideo provavelmente estaria envolvido na invasdo dos
eritrécitos pelo parasita.

A Figura 13 revela a existéncia dos aminoacidos PLSLPNPYQLDAAF
citados por McGuire et al. (1991) na proteina p58, onde observa-se também o
alinhamento do peptideo E05 nas posicbes 114 e 118, enquanto que o
alinhamento do peptideo F10 nas posigoes 117, 118 e 119 (PLSLPNPYQLDAAF),
gerado pelo programa Supermatcher, pode ser visualizado na Tabela 4.

As Figuras 14, 15, 16 e 17 mostram os alinhamentos gerados pelo
programa MATCH entre os peptideos selecionados e a proteina p58 de B.
bigemina. Nota-se que nos alinhamentos correspondentes as Figuras 14, 15 e 16,
os aminoécidos QLS (posicbes 66, 67 e 68), RS (posigdes 229 e 230) e
EXXMTXXPAMTS (posicdes 253, 256, 257, 260, 261, 262, 263 e 264)
provenientes dos peptideos E10, F10 e G09 respectivamente, ndo foram
alinhados pelo programa CLUSTAL W. O peptideo G09 foi alinhado sobreposto a
si mesmo, indicando que dois clones idénticos provavelmente estiveram alinhados
ao alvo lado a lado. A Figura 17 mostra o alinhamento do peptideo HO7 e a
proteina p58, repetindo o alinhamento dos aminoacidos KHXSQ (posi¢oes 314,
315, 317 e 318) gerado pelo programa CLUSTAL W.
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Haximum similarity is 487.095 at position &6

mrsflgvefgalllvarsgsairythragmsasvvgdvsktlleanevy 50
4 Maximum similarity position= 66

naemeat qvnkdm"q:'ﬁnvket ilvgevcekvagnstcocgesviavvnred 100

AHH DLAP

egdcltldsmkykplslpnpygldaafmlfresdsnpaknevkrfumrsr 1350

Figura 14: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo E10 e a
proteina p58 de Babesia bigemina.

Maximum similarity is 221.265 at position 230

mrsflgvefgalllvarsgsairythrsgvmsaevvgdvsktlleanevy 50
naemeatgvnkdmgsglsnvketivgeveekvagnstogesviayvnred 100
egdeltldsmkykplslpnpygldaafmlfresdsnpaknevkrfwmrsr 150

sshgdyhhfvvsllkknvvrdpesndvenfasgyfymttlyyktylovdf 200

Maximum similarity position= 230
taa}cffn}clafttrlfgfglqkalkrlizﬁvdlgthpeatlr81a3g 250
t

vgeymmtogvpamt sfaesrfskmatkellvtvgdyvhlpavkruyrkfkef 300

Figura 15: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo F10 com a

proteina p58 de Babesia bigemina.
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Maximum similarity is 43.982 at position 261

taakffnklafttrlfgfgiqkalkrlvrsnlpvdlgthpeatireiasg 250
vv3trsalpnsp

1 Maximum similarity position= 261
ygEv:EE faerfskmatktllvtvgdvvhlpaykrwyrkfkef 300
yeyes Ljgippp

e lpippp

ivnfftdpaklimkhvsqpvktaytklvpeehrqairnvvgqstkhiang 350
vgsthskhlsdgg

Figura 16: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo GO9 com a

proteina p58 de Babesia bigemina.

Maximum similarity 1s 258.583 at position 1%

o
a

vazsgsairyth:sgvmsaevvgdvsktLLeanevv

-

mrsflgvcigall

ygeymmtqvpamtsfaerfskmatktllvtvgdyvhlpaykrwgrkfkef 300

1 Maximum similarity position= 315

ivnffrdpgkli |pvktaytklvpeehrqairnvvgqstkhiang 350
STHSIM: LEge0

vrdlsrmikepsqqiireklphylskakgavehvvkkvksvvpiqugdq 400

Figura 17: Alinhamento pelo programa MATCH (RELIC) do peptideo HO7 com a
proteina p58 de Babesia bigemina.
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Tabela 4: Alinhamento dos peptideos selecionados com a proteina p58 de

Babesia bigemina pelo programa Supermatcher.

Peptideo Alinhado | Posi¢éao (aa) na p58 Alinhamento
SQLSNV
E10 65a70 1
NQLSDL
SLPN
F10 117a 119 IH
ALPN
AMTS
GO09 261 a 264 i
AMTS
AMTSFA
G05 261 a 266 IH
AMTRWS
TVG
G0o7 279 a 281 | | |
TVG
VKTA
EO5 320 a 323 nl
IKTA
KTAYTKLVP
G10 321 a 329 I
KTAGPGIYP
KEPS
HO7 359 a 364 .. I(ﬁ)
KHLSQQ
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Considerando os alinhamentos gerados pelos trés programas utilizados,
CLUSTAL W, MATCH e Supermatcher, o resultado final dos alinhamentos pode
ser visualizado na Figura 18.

MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEM
65
EATQVNKDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLD

AAEMLFRESDSNPAKNEVKRFWMRSRSSHGDYHHFVV
SLLKKNVVRDPESNDVENFASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFG
FGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHPEATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKM
ATKTLLVTVGDYVHLPAYKRWYRKFKEFIVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLV
PEEHRQAIRNVVGQSTKHIANGVRDLSRMIKEPSQQIIREKLPHYLSKAKGAVEHV
VKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEFEVPEEQYVDAVTTQEVNS

466
EKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA

Figura 18: Resultado final do alinhamento dos peptideos selecionados e a
proteina p58 de Babesia bigemina. Os aminoacidos destacadas em vermelho

foram aqueles reconhecidos pelos peptideos alinhados a proteina Hsp20.
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CONCLUSAO

A tecnologia Phage Display mostrou-se eficiente na selecao de peptideos
recombinantes ligantes a anticorpos monoclonais reativos a proteinas de Babesia

bigemina.

A andlise por sequenciamento de DNA e bioinformética dos peptideos
selecionados identificou cinco possiveis motivos de ligacdo na proteina Hsp20
(LPXXXHXXTXKPXV, PSTXVPQNTXLXIPPP, TPXXFNPTXXXF, GFSXXXI e
GXNXXXH) e treze na proteina p58 (XQLSX, PXXLPN, NXXXNXXXXYF,
RSXLPXXLXXHP, GXGEYXMTXXPAMTS, XTVGX, KHXSQXVKTAXT,
PXXXXXXIXN,  HXXNXXXDLXR, KEPSQQAXIXXXXPHYL,  VXXXXSXXP,
DXAXTXFXXP e XADXPX), que deverao ser analisados quanto as suas
propriedades antigénicas e imunogénicas em estudos posteriores, a fim de
caracterizar quais epitopos poderdo ser utilizados no desenvolvimento de vacinas

recombinantes contra babesiose bovina.
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