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APRESENTACAO



A anaplasmose bovina, causada pela rickettsia Anaplasma marginale, é
uma doenga de grande importancia econbémica que ¢é transmitida
principalmente por carrapatos. A rickettsia infecta eritrocitos bovinos, causando
severa anemia associada a anorexia, febre, diminuicdo no ganho de peso e
producdo de leite, e morte nos casos severos em animais nao tratados
(ZAUGG et al., 1985).

O controle da anaplasmose é realizado por quimioterapia, controle de
vetores e imunizacao, sendo esse ultimo mais eficiente (PALMER, 1989).

A membrana externa de A. marginale é capaz de induzir reposta imune
protetora contra desafio homologo e parcialmente protetora contra desafio
heterélogo (TEBELE et al, 1991). Nela foram identificadas seis proteinas
principais de superficie - MSPs (PALMER & MCGUIRE, 1984; TEBELE et al.,
1991), as quais tém sido alvo de estudos para o desenvolvimento de
imundgenos contra a anaplasmose. Destas proteinas, MSP1a e MSP2 tém
demonstrado maior potencial como imundgenos, protegendo os animais contra
desafio com isolados virulentos homélogos e heterélogos de A. marginale,
apesar das multiplas isoformas da primeira proteina e variabilidade do gene
que codifica a segunda.

A tecnologia de phage display tem apresentado um grande impacto na
Imunologia, Biologia Celular, descoberta de medicamentos e de farmacos em
geral. Esta técnica permite a obtencdao de diferentes peptideos ou proteinas
imunogénicas, e tem sido utilizada para revelar os diversos tipos de interacdes
que existem entre antigeno—anticorpo, caracterizando epitopos reconhecidos
por anticorpos.

O presente trabalho teve como objetivo identificar peptideos ligantes a
anticorpos monoclonais reativos a proteinas de Anaplasma marginale a partir
de bibliotecas de peptideos recombinantes por meio da tecnologia Phage

Display.



FUNDAMENTACAO TEORICA



Anaplasmose bovina

Anaplasmose bovina € uma doenca causada por uma rickettsia intra-
eritrocitaria obrigatéria, do género Anaplasma (RISTIC, 1968), que infecta
eritrécitos de bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos, além de uma variedade de
ruminantes silvestres (WANDURAGALA & RISTIC, 1993). Duas espécies
acometem o bovino: Anaplasma marginale (THEILER, 1910), rickettsia
responsavel pela doenca maligna, com ampla distribuicdo geogréfica
(KESSLER et al, 1992) e A. centrale (THEILER, 1911), agente da
anaplasmose pouco patogénica para bovinos, com baixa distribuicdo
(KESSLER et al., 1992).

A enfermidade é caracterizada por febre elevada, palidez de mucosas,
ictericia marcada, desidratacdo, perda de apetite, coprostase e fezes
ressequidas; a anemia € decorrente da massiva hemocaterese; pode ocorrer
ainda, aborto, esterilidade, queda de producdo (TOKARNIA & DOBEREINER,
1962; KESSLER et al., 1992) e eventualmente morte (DREHER et al., 2005;
KOCAN et al., 2004).

A anaplasmose € uma doenca economicamente importante em muitas
regides tropicais e subtropicais do mundo, por determinar perdas econémicas
devido a mortalidade, reducao do peso e da producado de leite e custos com
tratamentos (KOCAN et al., 2003).

Anaplasma marginale

Anaplasma marginale € uma rickettsia intraeritrocitaria obrigatoria que
causa anaplasmose em bovinos e outros ruminantes (PALMER et al., 1999).
Esse patdégeno € classificado dentro da ordem Rickettsiales e tem sido
reorganizado na familia Anaplasmataceae (KOCAN et al., 2004).

A espécie mais patogénica e de maior importancia para os bovinos é a
A. marginale (VIDOTTO & MARANA, 2001). Essa rickettsia é visualizada em
microscopia Otica como pequenos pontos escuros, de localizagcao periférica,
variando entre 0,1um a 0,8um de diametro (FARIAS, 1995) (Figura 1).



Figura 1 — Anaplasma marginale em eritrécitos circulantes. Fonte: Kessler et al, 2002.

Distribuicao do Anaplasma marginale

Anaplasma marginale esta amplamente distribuida nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas do mundo (PALMER, et al., 1989). E considerada
endémica em varios paises das Américas Central e do Sul, com excecao as
areas de deserto e de elevadas altitudes como os Andes (GUGLIELMONE,
1995). Nos Estados Unidos, A. marginale € enzodtica em varios estados do
sudeste, ao longo da costa do Atlantico, e estados da regido oeste (KOCAN et
al., 2003). A bactéria ja foi relatada também em paises europeus as margens
do Mediterraneo (KOCAN et al. 2000), Oriente Médio (RAPJUT et al., 2005;
MOLAD et al., 2006) e Asia (LIU et al., 2005), além do continente africano
(THEILER, 1910), onde foi inicialmente descrita. Bovinos infectados por A.
marginale tém sido encontrados na Austria (BAUMGARTNER et al., 1992),
ltalia (CRINGOLI et al. 2002), Espanha (FUENTE et al, 2004), Portugal
(CAEIRO, 1999) e alguns paises do leste europeu (KOCAN et al. 2003). Na
América do Sul, o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é apontado
como o unico vetor biolégico de A. marginale (AGUIRRE et al., 1994), o que
torna a distribuicdo da bactéria nestas areas diretamente associada a
distribuicdo do vetor.

No Brasil, a situacao epidemiol6gica da anaplasmose bovina, na maioria
das regides, é de estabilidade endémica (ARAUJO et al., 1998). Mas, estudos
soroepidemioldgicos da anaplasmose tém revelado variagdes na prevaléncia,
com areas de instabilidade endémica (PAYNE & OSORIO, 1990), onde os



fatores ecoldgicos e climaticos nado favorecem o desenvolvimento de R.
microplus e de dipteros hematoéfagos, transmissores de A. marginale (SOUZA
et al., 2000) e com situacao de estabilidade em outras areas (MADRUGA et al.,
1983; RIBEIRO et al.,1984).

Cada vez mais casos de anaplasmose tém sido observados em regides
de clima temperado, como o norte da Europa (HOFMANN-LEHMANN et al.,
2004) e Canada (DONKERSGOED et al., 2004).

Transmissao do Anaplasma marginale

A transmissao do Anaplasma marginale pode ser bioldgica, mecanica ou
transplacentaria. A transmissao biologica é realizada pelos carrapatos. Mais de
20 espécies de ixodideos com capacidade de transmitir a rickettsia para
bovinos ja foram descritos (EWING, 1981). A. marginale é transmitida pelo
carrapato Dermacentor sp. em regides temperadas como na América do Norte
e por Boophilus sp. e outros géneros nas outras regides geograficas (KOCAN
et al.,, 1992, RIBEIRO & LIMA, 1996). Sabe-se que 0s carrapatos sao capazes
de transmitir patdbgenos de forma transovariana, transestadial e intraestadial,
porém a transmissao transovariana de A. marginale nao tem sido confirmada
(STICH et al., 1989, RIBEIRO & LIMA, 1996, KOCAN et al, 2000, RUIZ et al,
2005). No Brasil, o carrapato Boophilus microplus € o Unico vetor biolégico
conhecido de A. marginale (RIBEIRO & LIMA, 1996).

A transmissdo mecanica de A. marginale frequentemente ocorre via
instrumentos contaminados com sangue infectado, tais como agulhas,
instrumentos de castracdo, colocacdo de brincos, descorna e tatuagem
(POTGIETER et al., 1987; FOIL, 1989; KOCAN et al., 2003). A transmissao
mecanica por dipteros hematéfagos, principalmente os dos géneros Tabanus e
Stomoxys é uma realidade (POTGIETER et al.,, 1987; FOIL, 1989), embora
ainda seja contestada por alguns pesquisadores (KESSLER, 2001). Essa forma
de transmissdo tem sua importancia epidemiolégica enfatizada quando, em
areas consideradas livres de carrapatos vetores, casos clinicos de
anaplasmose bovina sao registrados (GUGLIELMONE, 1995; HOFMANN-
LEHMANN et al., 2004).



A transmissao transplacentaria tem sido notificada com certa freqiiéncia
(RIBEIRO et al., 1995). Na maioria dos casos, os fetos apresentaram infec¢ao
congénita quando as maes foram infectadas durante a gestacdo (KESSLER,
2001). Entretanto, também pode ocorrer em vacas portadoras crénicas
(NORTON et al., 1983).

Ciclo evolutivo do Anaplasma marginale

O desenvolvimento de A. marginale em carrapatos é complexo e
coordenado pelo ciclo de alimentagdo do artrépode (KOCAN et al., 2003). Os
eritrécitos infectados ingeridos durante o repasto sangtiineo do carrapato séo a
fonte de infeccao para suas células intestinais. Apds o desenvolvimento de A.
marginale no intestino, muitos outros tecidos do carrapato s&o infectados,
incluindo as glandulas salivares, a partir das quais a rickettsia € transmitida
para os vertebrados durante a alimentacao do carrapato (KOCAN et al., 1985;
KOCAN et al., 1992; GE et al., 1996). De forma semelhante ao que acontece
no hospedeiro vertebrado, A. marginale se desenvolve em vacuolos formados
pela invaginacdo da membrana celular das células dos vetores, a primeira
forma vista na colonia é a reticulada (vegetativa), que se divide por fissao
binaria, formando grandes colénias que podem conter centenas de organismos.
Esta forma evolui para a forma denominada “corpos densos”, que é a forma
infectante e € capaz de sobreviver por um curto periodo de tempo no meio
extracelular (KOCAN et al., 2003).

Em bovinos, os eritrécitos sdo as Uunicas células infectadas por A.
marginale. Os corpusculos iniciais, adquiridos bioldégica ou mecanicamente pelo
hospedeiro susceptivel, apds atingirem a corrente sanguinea aderem-se aos
eritrocitos, provavelmente por meio de moléculas adesivas de membrana como
a MSP1a (FUENTE et al., 2001a), e em seguida promovem a invaginac¢ao da
membrana eritrocitica até seu total englobamento. No interior dos vacuolos
formados pela membrana celular, os corpusculos iniciais sofrem sucessivas
fissGes binarias até atingirem um numero de quatro a oito novos corpusculos. O
vacuolo contendo os novos corpusculos desloca-se em direcao a periferia do

eritrécito, até a fusdo do mesmo com a membrana celular, quando 0s novos



corpusculos iniciais de A. marginale sao liberados para infectar novos
eritrocitos (RISTIC & WATRACH, 1963).

Controle da anaplasmose

As estratégias de controle da anaplasmose variam com a localizacédo
geografica e tém sido focadas ndao s6 no controle de infeccées agudas, mas
também na diminuicdo da populag¢do de bovinos cronicamente infectados, por
meio da reducdo das populagdes de vetores, utilizando acaricidas e antibibticos
ou por vacinacao (ERIKS et al, 1993; KOCAN et al, 2000). O controle de
artropodes ndo € pratico em muitas areas e protege apenas parcialmente
contra a transmissdo de A. marginale, uma vez que esta rickettsia possui
outras vias de transmissao (KOCAN et al, 2000).

O grande paradoxo no controle da anaplasmose bovina sdo os animais
persistentemente infectados. Estes, apesar de possuirem uma soélida
imunidade contra o desenvolvimento da doenca clinica, representam o principal
reservatério de infecgdo para animais susceptiveis, por meio da transmissao
mecanica e bioldgica, e contribuem para a difusdo da anaplasmose. Bovinos
infectados com baixos niveis de rickettsemia sdo muitas vezes dificeis de
serem detectados por meio de distensdes sanguineas coradas. Além disso,
bovinos que sdo tratados com tetraciclinas, que reduz a rickettsemia e
subsequentemente os titulos de anticorpos, podem mostrar-se sorologicamente
negativos para A. marginale (KOCAN et al. 2000). De acordo com COETZEE et
al. (2006) foi testada a eficiéncia da enrofloxacina contra A. marginale em
bezerros experimentalmente infectados. Cerca de 12 dias apds a administracao
de 12,5 mg/Kg da droga, observou-se uma reducao no percentual de eritrocitos
parasitados de 39,13%. No entanto, esse regime de tratamento ndo foi capaz
de promover a eliminacao total da rickettsia.

O controle de vetores, principalmente carrapatos, por meio da utilizacao
de acaricidas, requer altos investimentos e, segundo alguns pesquisadores, 0
seu uso prolongado torna a populagcédo bovina suscetivel quando a utilizacao é
interrompida ou quando ocorre resisténcia dos carrapatos aos acaricidas. Além
disso, o impacto ambiental causado por parte dos acaricidas deve ser
considerado (MOLLOQY et al., 1999).



Com relagédo as vacinas vivas, existe o risco de causar manifestacdes
clinicas de anaplasmose em bovinos adultos, particularmente em vacas
prenhes, enquanto que os antigenos mortos podem causar isoeritrélise
neonatal, devido a sensibilizacdo de vacas para grupos sangtiineos (ROGERS
et al., 1988). Ademais, ambos os sistemas de vacinacdo constituem fontes
potenciais de contaminacdo do animal imunizado com microrganismos
veiculados pelo sangue (KESSLER & SCHENK, 1998).

Segundo Kessler et al (2002), as pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de vacinas mais eficazes e seguras contra A. marginale estao
focalizadas nas proteinas de membrana dos corpusculos iniciais. A inoculacao
de bovinos com membrana externa dessa rickettsia resultou em protecao de
70%.

Proteinas de membrana de Anaplasma marginale

Seis proteinas principais de superficie [major surface proteins — MSPs:
MSP1a (105kDa), MSP1b (100kDa), MSP2 (36kDa), MSP3 (86kDa), MSP4
(31kDa) e MSP5 (19kDa)] foram inicialmente identificadas em A. marginale
derivado de eritrécitos bovinos e de tecido de carrapatos (BARBET et al., 1987;
OBERLE et al., 1988; BOWIE et al., 2002).

MSP1a, MSP4 e MSP5 séao codificadas por um Unico gene e nao variam
antigenicamente durante a multiplicacdo da rickettsia (VISSER et al., 1992;
BOWIE et al., 2002; MOLAD et al., 2004). A conservacao destas proteinas é
importante para definir os epitopos comuns e especificos que podem ser
usados para o desenvolvimento de testes sorodiagnésticos e vacinas para
anaplasmose (BARBET et al, 1999; KANO et al, 2002). J& as proteinas MSP1b,
MSP2 e MSP3 sao codificadas por familias multigénicas e podem variar
antigenicamente durante os ciclos de rickettsemia persistentes (ALLEMAN &
BARBET, 1996; FRENCH et al, 1999; BOWIE et al, 2002) inclusive em isolados
brasileiros (KANO et al, 2002).

Proteinas principais de superficie de A. marginale (MSPs)
desempenham importante papel no desenvolvimento da resposta imune de
animais infectados (PALMER & MCGUIRE, 1984). Destas proteinas, MSP1a e
MSP2 tém demonstrado maior potencial como imundgenos, protegendo o0s
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animais contra desafio com isolados virulentos homoélogos e heterélogos de A.
marginale, apesar das multiplas isoformas da primeira proteina e variabilidade
do gene que codifica a segunda (ARAUJO et al., 2003).

Algumas proteinas de membrana, ndo associadas a nenhuma
superfamilia, também foram descritas em A. marginale (VIRB3, VIRB9 e OMA
87) (BRAYTON et al., 2005; LOPEZ et al., 2005; BRAYTON et al., 2006).

MSP1

A MSP1 é um complexo de duas proteinas, com massas moleculares de
105 e 100 kDa, denominadas MSP1a e MSP1b, respectivamente (BARBET et
al., 1987, OBERLE et al, 1988). Uma unica proteina MSP1a esta ligada
covalentemente, por pontes dissulfeto, a proteinas MSP1b (VIDOTTO et al.,
1994).

A MSP1a é codificada por um Uunico gene (MSP1a), porém possui
marcante variacao de tamanho entre os diferentes isolados de A. marginale (46
a 105 kDa), como verificado em isolados brasileiros desta rickettsia (KANO et
al.,, 2002, OLIVEIRA et al., 2003). Isso resulta da presenca de um numero
variavel de blocos repetitivos de 28 a 29 aminoacidos, ricos em serina, na
regido amino (N) terminal (OBERLE et al., 1988, ALLRED et al., 1990). Essa
regiao contém um epitopo sensivel a neutralizacdo conservado entre os
isolados (ALLRED et al., 1990), incluindo brasileiros (KANO et al., 2002,
OLIVEIRA et al. 2003).

Sabe-se que MSP1a e MSP1b atuam como adesinas (MCGAREY et
al.1994), estando envolvidas no processo de invasao dos corpusculos iniciais
de A. marginale a membrana dos eritrocitos do hospedeiro. Verificou-se
também que a MSP1a é uma adesina para células de carrapato (FUENTE et al.
2001a), influenciando na transmissdao de A. marginale por esse artropode.
Carrapatos Dermacentor variabilis foram capazes de transmitir o isolado de
Oklahoma dessa rickettsia, porém nao transmitiram o isolado da Flérida
(FUENTE et al., 2001b). Nesse estudo, constatou-se ainda que a MSP1 do
isolado da Flérida de A. marginale nao foi capaz de mediar aderéncia as
células intestinais dos carrapatos, inibindo, portanto, a posterior infeccdao da

glandula salivar e transmissao para os bovinos.
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Anticorpos contra MSP1, MSP1a ou MSP1b inibem a ligacao de A.
marginale aos eritrécitos, 0 que sugere que 0os mesmos desenvolvem uma
atividade neutralizante da invasao da rickettsia as células do hospedeiro
(MCGAREY & ALLRED 1994, MCGAREY et al. ,1994).

A classe de anticorpo predominantemente direcionada contra a MSP1 é
a lgG (BROWN et al. 2001b). Na MSP1a, sao reconhecidos epitopos na regiao
carboxi (C) terminal e na regido N terminal (BROWN et al. 2001b). Essa ultima
regiao contém o epitopo B EASTS(S/Q)ASTSS sensivel a neutralizacdo
(PALMER et al, 1987; ALLRED et al. 1990). Acredita-se que esses motivos
sejam sitios para uma forma distinta de glicosilacdo (MCBRIDE et al. 2000)
ligada a residuos O, o que explicaria o fato de que, para um determinado
isolado, a massa molecular da MSP1, separada em géis de poliacrilamida, é
maior do que o esperado, por meio da analise de sua sequéncia (ALLRED et
al. 1990).

MSP2

A MSP2 é uma proteina imunodominante de superficie, codificada por
uma familia de genes polimoérficos (PALMER et al, 1994a). Ocorre com
monémeros ou multimeros, ligados por pontes dissulfeto (VIDOTTO et al,
1994). A analise dos diversos transcritos que codificam a MSP2 mostraram
uma regiao central hipervariavel Unica flanqueada por regides N e C terminais
altamente conservadas (FRENCH et al, 1999).

Durante cada ciclo de rickettsemia, ocorre emergéncia de A. marginale
expressando variantes distintas de MSP2, as quais contém epitopos
imunogénicos que induzem anticorpos especificos durante a infeccéo
persistente da rickettsia (FRENCH et al, 1999).

Resposta imune contra Anaplasma marginale

Possivelmente, anticorpos contra MSPs funcionam como opsoninas,
facilitando a fagocitose e a eliminacdao de A. marginale por macréfagos
(CANTOR et al. 1993). Outra possivel funcdo dos anticorpos seria o0 blogqueio

da invasao de eritrocitos pela rickettsia. Anticorpos contra MSP1 bloqueiam a

11



aglutinacao de eritrocitos de bovinos por corpusculos iniciais de A. marginale
(MCGAREY & ALLRED, 1994).

Apesar da importancia dos anticorpos na imunidade contra A. marginale,
€ pouco provavel que, isoladamente, 0s mesmos sejam capazes de proteger 0s
bovinos contra a anaplasmose (BROWN et al, 2001b), uma vez que a
inoculacado de soro de animais imunes em bovinos susceptiveis nao protege
contra desafio com A. marginale (GALE et al., 1992). Dessa forma, evidencia-
se a importancia das repostas celulares, as quais envolvem a participacao de
linfocitos T auxiliadores (CD4%), produtores de interferon-gama (IFN-y)
(BROWN et al. 1998). Essa citocina ativa macrofagos, aumentando a producao
de oOxido nitrico (NO), substancia que tém acdo toxica sobre rickettsias;
estimulando a expressdo de receptores de Fc e a fusdo de fagossomos e
lisossomos (BROWN et al. 1998) (Figura 2). Além disso, demonstrou-se que,
em bovinos, o IFN-y atua sobre linfécitos B, estimulando a producao de IgGo
(ESTES et al. 1994). Esse isotipo apresenta maior capacidade de promover
fagocitose por meio de opsonizacdo do que a IgG; (MCGUIRE et al. 1979),
estando provavelmente envolvido no processo de neutralizacdo da
infectividade de corpusculos iniciais de A. marginale mediada por anticorpos
(TUO et al. 2000).

1 O Linfécita T auxiliador

A A
IFN-gama
A &,

4 A
A 'y
Zoah
Linfdcito B

4

a
Flasmacita

A A
A

Macrafago

1gG2

Figura 2 — Modelo de resposta imune celular e humoral contra Anaplasma marginale. a. Linfocitos T auxiliadores
(CD4+), estimulados por antigenos de A. marginale, produzem interferon-gama (IFN-y),0 qual atua sobre macréfagos
e linfécitos B. b. Sobre macréfagos, o IFN-y estimula a expressédo de receptores de Fc, facilitando a fagocitose de A.
marginale. c. Atua também aumentando a fusdo fagossomo-lisossomo e a producao de éxido nitrico, resultando na
destuicéo intracelular de A. marginale. d. O IFN-y estimula a produgdo de IgG2 por linfécitos B. Esse isotipo tem

importante fungéo na opsonizagao de A. marginale para a fagocitose. (BROWN et al. 1998a).
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Phage Display

Bibliotecas de peptideos tém sido selecionadas com o intuito de produzir
motivos protéicos capazes de mimetizar epitopos de anticorpos produzidos em
doencas. Os anticorpos reconhecem motivos de peptideos baseados somente
em trés ou quatro residuos conservados. Por esse motivo, & possivel a
determinacao da regidao de uma proteina que esta sendo reconhecida por um
anticorpo utilizando-se Phage Display (SCOTT et al 1990). Biblioteca de
peptideos sintéticos apresentados em fagos € uma ferramenta importante para
identificar os sitios ligantes de moléculas bioldgicas de interesse. E um método
de selecao no qual uma biblioteca de peptideos ou proteinas é expressa no
exterior da particula viral, enquanto o material genético codificante para cada
peptideo encontra-se no genoma viral (AZZAZY & HIGHSMITH, 2002).

A tecnologia Phage Display foi desenvolvida por Smith, em 1985, e
permite a selecao de peptideos ou proteinas com propriedades especificas de
ligacdo a alvos de interesse. A tecnologia é baseada no principio de que
polipeptideos podem ser expressos na superficie de bacteri6fagos filamentosos
pela insercdo de um segmento de DNA codificante no genoma dos mesmos, de
modo que o peptideo ou proteina expressado fique exposto na superficie da
particula viral fusionado a uma proteina enddgena.

Smith (1985) foi o pioneiro em conseguir a expressao da enzima de
restricdo EcoRI como uma fusdo da proteina trés (plll) do capsideo do fago.
Tipicamente, utiliza-se o bacteri6fago M13, um virus bacteriéfago filamentoso
que parasita bactérias gram-negativas que por sua vez apresentam pilus F. O
virus utiliza maquinaria de replicacao, transcricao e traducao da bactéria para
se reproduzir. Este bacteriéfago nao provoca lise na célula hospedeira, mas
induz um estado no qual a célula infectada origina e libera particulas virais,
causando uma queda na taxa de reproducdo bacteriana (AZZAZY &
HIGHSMITH, 2002).

O vetor M13KE, derivado do vetor de fagos m13mp19 possui uma rapida
propagacao € nao necessita de selecao por antibiético ou superinfeccao por
fago helper. Além disto, 0 gene lacZ, presente neste vetor, facilita a distincao
entre colbnias bacterianas infectadas com fagos de bibliotecas (coldnias azuis)

e colénias nao infectadas ou infectadas com fagos selvagens (colbnias
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brancas) (MESSING et al., 1977; MESSING, 1983). O vetor M13KE (Figura 3)
permite a construgdo e propagacao 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 seqgliéncias e
diversidade (BARBAS et al., 2001).
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Figura 3 — Vetor M13KE (Tang et al., 2002).

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 protozoarios, envolvidos nas mais diferentes patologias humanas e
animais, como alergias, doencas auto-imunes, doencas infecto-contagiosas e
outras. A selecdo de peptideos por meio de anticorpos monoclonais serve a
muitos propositos, sendo o mais comum deles a identificacdo e mapeamento
de epitopos. A localizagdo inequivoca de epitopos envolve a identificacdo de
homologia entre o peptideo selecionado e o antigeno natural. O mapeamento
de epitopos pode produzir, também, informagdes que ajudem no
esclarecimento da organizacao estrutural do antigeno e suas relagdes
estruturais e funcionais (DEROO & MULLER, 2001).

A particula de fago (Figura 4) é formada por uma fita simples de DNA
envolta por uma capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVII,
pVIIl e pIX). Destas cinco proteinas existem aproximadamente 2800 cépias da
pVIll e cinco cépias da plll. Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou
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proteina de interesse € geralmente fusionado a um dos genes destas duas
proteinas da capa protéica do fago (PHIZICKY & FIELDS, 1995; BRIGIDO &
MARANHAO, 2002).

pIX pVII

Figura 4 - Esquema representativo de um bacteri6fago filamentoso ilustrando as proteinas do capsideo viral: pIX, pVII,
pVIIl, pVI e plll (ARAP, 2005).

A apresentagao do peptideo pelo fago € possivel, pois, nesse sistema,
seqUéncias aleatorias de DNA s&o introduzidas no gene que codifica a proteina
do capsideo do fago (camada externa e protetora). Desta forma, seqiéncias
aleatérias de peptideos fundidas a proteina do capsideo (plll ou pVII,
dependendo do sistema a ser empregado) sao geradas durante a producao da
particula viral (SMITH, 1985). No fim do processo, bilhées de bacteriéfagos sdo
gerados, cada um deles apresentando um peptideo diferente. Esta colecéo de
particulas virais recebe o nome de biblioteca apresentadora de peptideos.
Estas bibliotecas sdo, entdo, incubadas com as moléculas alvo do estudo
(receptores purificados, células expressando seus receptores de superficie,
anticorpos, entre outros). Este processo denominado biopanning (Figura 5), ou
simplesmente panning, permite selecionar os fagos ligantes, expressando os
peptideos que mimetizam ligantes naturais destas moléculas (BARBAS et al.,
2001).
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Figura 5 — A — Arquitetura do Fago M13KE; B — Esquema do Ciclo de Selegdo por Afinidade (Adaptado de
SMOTHERS, J. F., 2002).

Varias aplicacdes das bibliotecas de peptideos randémicos expostos em

Sequénciamento das
moléculas ligantes
ao alvo

fagos tém sido realizadas com sucesso, tais como mapeamento de epitopos
(JEFFERIES, 1998), desenvolvimento de vacinas (IRVING et al, 2001),
identificacdo de substratos de proteinas quinases/ligantes de SH2 (KAY et al.,
2001), e identificacdo de peptideos miméticos de ligantes nao peptideos
(OLDENBURG, 1992). As vantagens da utilizagdo da técnica sdo: a habilidade
de selecionar ligantes de alta afinidade, a possibilidade de produzir proteinas
soluveis, o baixo custo, o facil manuseio e a rapidez (SMITH & PETRENKO,
1997). Uma particular aplicagao é a identificacao de novos peptideos bioativos
pela selegcdo contra receptores de superficies celulares imobilizados ou em
células intactas (SILVA, et al., 2002). Phage display pode ser utilizado também
in vivo para identificar peptideos que se ligam em érgaos especificos. Neste
caso, a biblioteca de fagos é injetada por via intravenosa, geralmente em
roedores, e apés o periodo de incubagdo os 6rgaos de interesse sao
removidos, homogeneizados e mantidos em suspensao com E. coli (RAJOTTE
et al., 1998).

16



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIRRE D.H., GAIDO A.B., VINABAL AE. DE ECHAIDE S.T,
GUGLIELMONE A.A., 1994. Transmission of Anaplasma marginale with adult
Boophilus microplus ticks fed as nymphs on calves with different level
rickettsaemia. Parasite 1: 405-407.

ALLEMAN A.R. & BARBET A.F., 1996. Evaluation of Anaplasma marginale
major surface protein 3 (MSP3) as a diagnostic test antigen. J. Clin. Microbiol.
34:270-276.

ALLRED D.R., MCGUIRE T.C., PALMER G.H., LEIB S.R., HARKINS T.M.,
MCELWAIN T.F. & BARBET A.F., 1990. Molecular basis for surface antigen
size polymorphisms and conservation of a neutralization-sensitive epitope in
Anaplasma marginale. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 87:3220-3224.

ARAUJO, F. R.; MADRUGA, C. R.; BASTOS, P. A. S.; MARQUES, A. P. C.,
FreqUéncia de anticorpos anti Anaplasma marginale em rebanhos leiteiros da
Bahia. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte,
v. 50, n. 3, p. 243-246, jun. 1998.

ARAUJO, F. R.; MADRUGA, C. R.; SOARES, C.O., KESSLER, R.H., 2003.
Progressos na imunizagdo contra Anaplasma marginale. Pes. Vet. Bras. 23 (4):
139-148.

AZZAZY, HM.E & HIGHSMITH, W.E. Jr., 2002. Phage Display Technology:
Clinical Applications and Recent Advances. Clinical Biochemistry 35:425-445.

BARBAS, C.F.lIll; BURTON, D.R.; SCOTT, J.K.; SILVERMAN, G.J., 2001.
Phage Display: A Laboratory Manual. Plain view, NY: Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

BARBET A.F., BLENTLINGER R., Yl J., LUNDGREN A.M., BLOUIN E.F. &
KOCAN K.M., 1999. Comparison of surface proteins of Anaplasma marginale

17



grown in tick cell culture, tick salivary glands, and cattle. Infect. Immun. 67:102-
107.

BARBET A.F., PALMER G.H., MYLER P.J. & MCGUIRE T.C., 1987.
Characterization of an immunoprotective protein complex of Anaplasma
marginale by cloning and expression of the gene coding for polypeptide
Am105L. Infect. Immun. 55:2428-2435.

BAUMGARTNER W., SCHLERKA G., FUMICZ M., STOGER T., AWAD-
MASAMEH M., SCHULLER W., WEBER P., 1992. Seroprevalence survey for
Anaplasma marginale infection of Austrian cattle. Zent Vet 39: 97-104.

BOWIE M.V., FUENTE J. DE LA, KOCAN K.M., BLOUIN E.F. & BARBET A.F.,
2002. Conservation of major surface protein 1 genes of Anaplasma marginale

during cyclic transmission between ticks and cattle. Gene 282:95-102.

BRAYTON K.A,. PALMER G.H., BROWN W.C., 2006. Genomic and proteomic
approaches to vaccine candidate identification for Anaplasma marginale. Exp
Rev Vaccines 1: 95-101.

BRAYTON K.A., KAPPMEYER L.S., HERDON D.R., DARK M.J., TIBBALS
D.L., PALMER G.H., MCGUIRE T.C., KNOWLES D.P., 2005. Complete
genome sequencing of Anaplasma marginale reveals that surface is skewed to
two superfamilies of outer membrane proteins. Proceed Nat Acad Sci 102: 844-
849.

BRIGIDO, M.M.; MARANHAO, A.Q., 2002. Bibliotecas Apresentadas em

FAGOS Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento. n.26.

BROWN W.C., PALMER G.H., LEWIN H.A. & MCGUIRE T.C., 2001b. CD4+ T
lymphocytes from calves immunized with Anaplasma marginale major surface
protein 1 (MSP1), a heteromeric complex of MSP1a and MSP1b, preferentially
recognize the MSP1a carboxyl terminus that is conserved among strains. Infect.
Immun. 69:6853-6862.

18



BROWN W.C., SHKAP V., ZHU D., MCGUIRE T.C., TUO W., MCELWAIN T.F.
& PALMER G.H., 1998. CD4" T-lymphocyte and immunoglobulin G2 responses
in calves immunized with Anaplasma marginale outer membranes and

protected against homologous challenge. Infect. Immun. 66:5406-5413.

CAEIRO V., 1999. General review of tick species present in Portugal. Parasit
41:11-15.

CANTOR G.H., PONTZER C.H. & PALMER G.H., 1993. Opsonization of
Anaplasma marginale mediated by bovine antibody against surface protein
MSP-1. Vet. Immunol. Immunopathol. 37:343-350.

COETZEE, J.F., APLEY, M.D., KOCAN, K.M. AND JONES, D.E., 2006. Flow
cytometric evaluation of selected antimicrobial efficacy for clearance of
Anaplasma marginale in short-term erythrocyte cultures. Journal of Veterinary

Pharmacology and Therapeutics; 29; 173-183.

CRINGOLI G., OTRANTO D., TESTINI G., BUONO V., GIULIO G.D.,,
TRAVERSA D., LIA R., RINALDI L., VENECIANO V., PUCCINI. V., 2002.
Epidemiology of bovine tick-borne diseases in southern ltaly. Vet Res 33: 421-
426.

DEROO, S., MULLER, C. P., 2001. Antigenic and Immunogenic Phage
Displayed Mimetopes as Substitute Antigens: Applications and Limitations.
Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening, 4, 75-110.

DONKERSGOED J.V., GERTONSON A., BRIDJES M., RATHS D., DARGATZ
D., WAGNER B., BOUGHTON A., KNOOP D., WALTON T.E., 2004.
Prevalence of antibodies to bluetongue virus and Anaplasma marginale in
Montana yearling cattle entering Alberta feedlots: Fall 2001. Can Vet J 45: 486-
492.

19



DREHER, U. M.; LEHMANN, R. H.; MELI, M. L.; REGULA, G.; CAGIENARD, A.
Y.; SRARK, K. D. C.; DOHERR, M. G.; FILLI, F.; HASSIG, M.; BRAUN, U.;
KOCAN, K. M.; LUTZ, H., 2005. Seroprevalence of anaplasmoses among cattle
in Switzerland in 1998 and 2003: No evidence of an emerging disease.

Veterinary Microbiology, Amsterdam, v. 107, n. V2, p. 71-79, Apr.

ERIKS I.S., STILLER D., PALMER G.H., 1993. Impact of persistent Anaplasma
marginale rickettsemia on tick infection and transmission. J Clin Microbiol 31:
2091-2096. Coetzee JF, Apley MD 2006. Efficacy of enrofloxacin against
severe experimental A. marginale infections in splenectomized calves. Vet Ther
7:319-328.

ESTES D.M., CLOSSER N.M. & ALLEN G.K., 1994. IFN-g stimulates IgG2
production from bovine B cells costimulated with anti-m and mitogen. Cell.
Immunol. 154:287-295.

EWING, S.A., 1981. Transmission of Anaplasma marginale by arthropods.
P.395-423. In: R.J. Hidalgo and E.W. Jones (ed.). Proceedings of the 7°

National Anaplasmosis Conference. Mississippi State University State.

FARIAS, N. A., 1995. Diagnéstico e controle da tristeza parasitaria bovina.

Guaiba, Porto Alegre: Agropecuéria, 80 p.

FOIL L.D., 1989.Tabanids as vacters of disease agents. Parasitol. Today. 5: 88-
96.

FRENCH D.M., BROWN W.C. & PALMER G.H., 1999. Emergence of
Anaplasma marginale antigenic variants during persistent rickettsemia. Infect.
Immun. 67:5834-5840.

FUENTE J, PASSOS L.M., VAN DEN BUSSCHE R.A., RIBEIRO M.F.B.,
FACURY-FILHO E.J., KOCAN K.M., 2004. Genetic diversity and molecular
phylogeny of Anaplasma marginale isolates from Minas Gerais, Brazil. Vet
Parasitol 121: 307-316.

20



FUENTE J. DE LA, GARCIA-GARCIA J.C., BLOUIN E.F. & KOCAN K.M.,
2001a. Differential adhesion of major surface proteins 1a and 1b of the
ehrlichial cattle pathogen Anaplasma marginale to bovine erythrocytes and tick
cells. Int. J. Parasitol. 31:145-153.

FUENTE J. DE LA, GARCIA-GARCIA J.C., BLOUIN E.F., MCEWEN B.R.,
CLAWSON D. & KOCAN K.M., 2001b. Major surface protein 1a effects tick
infection and transmission of Anaplasma marginale. Int. J. Parasitol. 31:1705-
1714.

GALE K.R., LEATCH G., GARTSIDE M. & DIMMOCK C.M., 1992. Anaplasma
marginale: failure of sera from immune cattle to confer protection in passive-

transfer experiments. Parasitol. Res. 78:410-415.

GE N.L., KOCAN K.M., BLOUIN E.F., MURPHY G.L., 1996. Developmental
studies of Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) in male
Dermacentor andersoni (Acari: Ixodidae) infected as adult using nonradioactive
in situ hybridization. J Med Entomol 33: 911-920.

GUGLIELMONE, A. A., 1995. Epidemiology of babesiosis and anaplasmosis in
South and Central America. Veterinary Parasitology, Amsterdam, v. 57, n. 1/3,
p. 109-119, Mar.

HOFMANN-LEHMANN R., MELI M.L., DREHER U.M., GONCZI E., DEPLAZES
P., BRAUN U., ENGELS M., SCHUPBACH J., JORGER K., THOMA R., GRIOT
C., STARK K.D.C., WILLI B., SCHMIDT J., KOCAN K.M., LUTZ H., 2004.
Current infections with vector-borne pathogens associated with fatal hemolytic
anemia in a cattle herd in Switzerland. J Clin Microbiol 42: 3775-3780.

IRVING, M. B.; PAN O.; SCOTT, J.K., 2001. Random-peptide libraries and

antigen-fragment libraries for epitope mapping and the development of vaccines
and diagnostics. Current Opinion in Chemical Biology, v. 5, p. 314-324.

21



JEFFERIES, D. Selection of Novel Ligands from Phage Display Libraries: An
Alternative Approach to Drug and Vaccine Discovery. Parasitology Today, v. 14,
n. 5, 1998.

KANO F.S., VIDOTTO 0., PACHECO R.C. & VIDOTTO M.C., 2002. Antigenic
characterization of Anaplasma marginale isolates from different regions of
Brazil. Vet. Microbiol. 87:131-138.

KAY, B.K.; KASANOV, J.; YAMABHAI, M., 2001. Screening Phage-Displayed
Combinatorial Peptide Libraries. Methods, v. 24, p. 240-246.

KESSLER R.H. & SCHENK M.A.M., 1998. Carrapato, Tristeza Parasitaria e
Tripanossomose dos Bovinos. Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS.
115p.

KESSLER R.H., 2001. Consideracdes sobre a transmissdo de Anaplasma
marginale. Pesq Vet Bras 21: 177-179.

KESSLER, R. H.; SCHENK, M. A. M.; MADRUGA, C. R.; SACCO, A. M. S;;
MIGUITA, M., 1992. Tristeza parasitaria dos bovinos (TPB). In: CHARLES,
T.P.; FURLONG, J. Doencas parasitarias dos bovinos de leite. Coronel
Pacheco: Embrapa-CNPGL. p. 1-30.

KESSLER, R.H., SOARES, C.0., MADRUGA C.R., ARAUJO, F.R., 2002.
Tristeza parasitaria dos bovinos: quando vacinar € preciso. Embrapa Gado de
Corte. Campo Grande, MS.

KOCAN K.M., BARRON S.J., EWING S.A., HAIR J.A., 1985. Transmission the
Anaplasma marginale by adult Dermacentor andersoni during feeding calves.

Am J Vet Res 46: 1565-1567.

KOCAN K.M., BLOUIN E.F., BARBET A.F., 2000. Anaplasmosis control past,
present, and future. Ann NY Acad Sci 916: 501-509.

22



KOCAN K.M., FUENTE J., GUGLIELMONE A.A., MELENDEZ R.D., 2003.
Antigens and alternatives for control of Anaplasma marginale infection in cattle.
Clin Microbiol Rev 16: 698-712.

KOCAN, K. M.; DE LA FUENTE, J.; BLOUIN, E. F.; GARCIA-GARCIA, J. C.,
2004. Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae): recent
advances in defining host—pathogen adaptations of a tick-borne rickettsia.
Parasitology, New York, v. 129, p. 285-300. Suplement.

KOCAN, K.M., STILLER D.,GOFF W.L., CLAYPOOL P.l., EDWALDS W.,
EWING S.A., MCGUIRE T.C., HAIR J.A. & BARRON S.J., 1992. Development
of Anaplasma marginale in male Dermacentor andersoni transferred from
infected to susceptible cattle. Am. J. Vet. Res. 53: 499-507.

LIU Z.,, LUO J., BAI Q., MA M., GUAN G., YIN H. 2005. Amplification of 16S
rBRNA genes of anaplasma species in china for phylogenetics analysis. Vet
Microbiol 107: 145-148.

LOPEZ J.E., SIEMS W.F., PALMER G.H., BRAYTON K.A., MCGUIRE T.C.,
NORIMINE J., BROWN W.C., 2005. Identification of novel antigenic proteins in
a complex Anaplasma marginale outer membrane immunogen by mass

spectrometry and genomic mapping. Infect Immun 73: 8109-8118.

MADRUGA, C. R.; AYCARDI, E.; PUTT, N., 1983. Epidemiologia da
anaplasmose e babesiose em bovinos da regido de cerrado do estado de Mato
Grosso do Sul: I. Prevaléncia. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Belo Horizonte, v. 35, n. 5, p. 631-640, out.

MCBRIDE J.W., YU X.J. & WALKER D.H., 2000. Glycosylation of homologous

immunodominant proteins of Ehrlichia chaffeensis and Ehrlichia canis. Infect.
Immun. 68:13-18.

23



MCGAREY D.J. & ALLRED D.R., 1994. Characterization of hemagglutinating
components on the Anaplasma marginale initial body surface and identification
of possible adhesins. Infect. Immun. 62:4587-4593.

MCGAREY D.J., BARBET A.F., PALMER G.H., MCGUIRE T.C. & ALLRED
D.R. 1994. Putative adhesins of Anaplasma marginale: major surface
polypeptides 1a and 1b. Infect. Immun. 62:4594-4601.

MCGUIRE T.C., MUSOKE A.J. & KURTTI T., 1979. Functional properties of
bovine 1gGy and IgGy: interaction with complement, macrophages, neutrophils
and skin. Immunology 38:249-256.

MESSING, J., 1983. New M13 vectors for cloning. Methods Enzymol. v. 101, p.
20-78.

MESSING, J.; GRONENBORN, B.; MULLER, H.B.; HANS, H.P., 1977.
Filamentous coliphage M13 as a cloning vehicle: Insertion of a Hindll fragment
of the lac regulatory region in M13 replicative form in vitro. Proc. Natl. Acad.
Sci., v. 74, p. 3642-3646.

MOLAD T., BRAYTON K.A., PALMER G.H., MICHAELI S. & SHKAP V., 2004.
Molecular conservation of MSP4 and MSP5 in Anaplasma marginale and A.

central vaccine strain. Vet. Microbiolo. 100: 55-64.

MOLAD T., MAZUZ M.L., FLEIDEROVITZ L., FISH L., SAVITSKY I., KRIEL Y.,
LEIBOVITZ B., MOLLOY J., JONGEJAN F., SHKAP V., 2006. Molecular and
serological detection of A. centrale and A. marginale infected cattle grazing

within an endemic area. Vet Microbiol 113: 55-62.

MOLLQY, J.B., BOWLES P.M., KNOWLES D.P., MCELWAIN T., BOCK R.,
KINGSTON T., BLIGHT G. & DALGLIESH R., 1999. Comparison of a
competitive inhibition ELISA and the card agglutination test for detection of
antibodies to Anaplasma marginale e Anaplasma central in cattle. Aust. Vet. 77:
245-249.

24



NORTON, J. H.; PARKER, R. J.; FORBES-FAULKNER, J.C., 1983. Neonatal
anaplasmosis in a calf. Australian Veterinary Journal, Melbourne, v. 60, n. 11, p.
348, Nov.

OBERLE S.M., PALMER G.H., BARBET A.F. & MCGUIRE T.C., 1988.
Molecular size variations in an immunoprotective protein complex among

isolates of Anaplasma marginale. Infect. Immun. 56:1567-1573.

OLDENBURG, K.R., 1992. Peptide ligands for a sugar binding protein isolated
from a random peptide library. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 89, p. 5393-
5397.

OLIVEIRA J.B., MADRUGA C.R., SCHENK M.A.M, KESSLER R.H., MIGUITA
M. & ARAUJO F.R., 2003. Antigenic characterization of four Brazilian isolates of
Anaplasma marginale Rickettsiaceae: Ehrlichiae. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.

PALMER G.H. & MCGUIRE T.C., 1984. Immune serum against Anaplasma
marginale initial bodies neutralizes infectivity for cattle. J. Immunol. 133:1010-
1015.

PALMER G.H., BARBET A.F., CANTOR G.H., MCGUIRE T.C., 1989.
Immunization of cattle with the MSP-1 surface protein complex induces
protection against a structurally variant Anaplasma marginale isolate. Infect
Immun 57: 3666-3669.

PALMER G.H., EID G., BARBET A.F., MCGUIRE T.C. & MCELWAIN T.F.,
1994a. The immunoprotective Anaplasma marginale major surface protein 2 is

encoded by a polymorphic multigene family. Infect. Immun. 62:3808-3816.
PALMER G.H., WAGHELA S.D., BARBET A.F., DAVIS W.C. & MCGUIRE T.C.,

1987. Characterization of a neutralization-sensitive epitope on the Am 105
surface protein of Anaplasma marginale. Int. J. Parasitol. 17:1279-1285.

25



PALMER, G. H., RURANGIRWA F. R., KOCAN K. M., and BROWN W. C..
1999. Molecular basis for vaccine development against the ehrlichial pathogen
Anaplasma marginale. Parasitol. Today 15:281-286.

PAYNE, R. C.; OSORIO, O., 1990. Tick-borne diseases of cattle in Paraguai. .
Seroepidemiological studies on anaplasmosis and babesiosis. Tropical Animal
Health and Production, Edinburgh, v. 22, n. 1, p.53-60.

PHIZICKY, E. M.; FIELDS, S., 1995. Protein-protein interactions: methods for
detection and analysis. Microbiol., v. 59, p. 94-123.

POTGIETER F.T. & VAN RENSBURG L., 1987. The persistence of colostral
Anaplasma antibodies and incidence of in utero transmission of Anaplasma
nfections in calves under laboratory conditions. Onderst. J. Vet. Res. 54: 557-
560.

RAJOTTE, D.; ARAP, W.; HAGEDORN, M.; KOIVUNEN, E.; PASQUALINI, R.;
RUOSLAHTI, E., 1998. Molecular heterogeneity of the vascular endothelium
revealed by in vivo phage display. J. Clin. Invest., v. 102, p. 430-437.

RAPJUT Z.I, SONG-HUA HU, ARIJO AG, HABIB M, KHALID M., 2005.
Comparative study of Anaplasma parasites in tick carrying buffaloes and cattle.
J Zhejiang Univ Sci 6: 1057-1062.

RIBEIRO, M. F. B.; LIMA, J. D.; GUIMARAES, A. M.; SCATAMBURLO. M. A;;
MARTINS, N. E., 1995. Transmissdao congénita da anaplasmose bovina.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 47, n.
3, p. 297-304, jun.

RIBEIRO, M. F. B.; PATARRQOYO, J. H. S.; SANTOS, J. L.; FARIA, J. E., 1984.
Epidemiologia da anaplasmose bovina no estado de Minas Gerais. | —
Prevaléncia de anticorpos aglutinantes e fluorescentes na Zona da Mata.
Arquivos da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, v.36, n. 4, p. 425-432, ago.

26



RIBEIRO, M.F.B. & LIMA. J.D., 1996. Morphology and development of
Anaplasma marginale in midgut of engorged female ticks of Boophilus
microplus. Vet. Parasitol. 61: 31-39.

RISTIC M., WATRACH A.M., 1963. Anaplasmosis. VI. Studies and a hypothesis
concerning the cycle of development of the causative agent. Am J Vet Res 24
267-277.

RISTIC, M., 1968. Anaplasmosis: In: WEINMAN, D.; RISTIC. Infectius blood

diseases of man and animals. New York: Academic Press. p. 473-536.

ROGERS R.J., DIMMOCK C.K., VOS A.J. DE & RODWELL B.J., 1988. Bovine
leucosis virus contamination of a vaccine produced in vivo against bovine

babesiosis and anaplasmosis. Aust. Vet. J. 65: 285-287.

RUIZ, P.M.G. PASSOS, L.M.F. & RIBEIRO, M.F.B., 2005. Lack of infectivitu of
a Brazilian Anaplasma marginale isolate for Boophilus microplus ticks. Vet.
Parasitol. 128: 325 -331.

SCOTT J.K., SMITH G.P., 1990. Searching for peptide ligands with an epitope
library. Science. Jul 27; 249 (4967):386—390.

SILVA, J.R.A.; KAWAZOE, U.; FREITAS, F.F.T.; GATTI, M.S.V.; DOLDER, H.;
SCHUMACHER, R.l.;; JULIANO, M.A.; SILVA, M.J.; LEITE, A., 2002. Avian
anticoccidial activity of a novel membrane interactive peptide selected from
phage display libraries. Molecular & Biochemical Parasitology, v. 120, p. 53—-60.

SMITH, G.P., 1985. Filamentous fusion phage: novel expression vectors that
display cloned antigens on the virion surface. Science 14 June. v. 228. no.
4705, pp. 1315 - 1317

SMITH, G.P.; PETRENKO V.A., 1997. Phage Display. Chem. Rev., v. 97, p.
391-410.

27



SOUZA, J. C. P.; SOARES, C. O.; MASSARD, C. L.; SCOFIELD, A,
FONSECA, A. H., 2000. Soroprevaléncia de Anaplasma marginale em bovinos
na mesorregidao Norte Fluminense. Pesquisa Veterinaria Brasileira, Rio de
Janeiro, v. 20, n. 3, p. 97-101, jul./set.

STICH R.W., KOCAN K.M. PALMER G.H., EWING S.A., HAIR J.A. & BARRON
S.J., 1989. Transtadial and attempted transovarial transmission of Anaplasma

marginale by Dermacentro variabilis. Am. J. Vet. Res. 50: 1377-1380.

THEILER A., (1908-9,1910). "Anaplasma marginale (gen. and spec. nov.). The
marginal points in the blood of cattle suffering from a specific disease." Report
to the Government, Transvaal, South Africa. Veterinary Bacteriology,
Department of Agriculture v. 7, n. 64.

THEILER, A., 1911. Further investigations into anaplasmosis of South African
cattle, p.7—46. First Report of the Director of Veterinary Research, Union of
South Africa, Johannesburg, South Africa.

TOKARNIA, C.H., DOBEREINER, J., 1962. A importancia da anaplasmose em
nossos bezerros e as medidas de seu controle. Veterinaria, v.15, n.3 — 4, p.11
-19.

TUO W., PALMER G.H., MCGUIRE T.C., ZHU D. & BROWN W.C., 2000.
Interleukin-12 as an adjuvant promotes immunoglobulin G and type 1 cytokine
recall responses to major surface protein 2 of the ehrlichial pathogen
Anaplasma marginale. Infect. Immun. 68:270-280.

VIDOTTO O., MARANA E. R. M., 2001. Diagnéstico em anaplasmose bovina.
Ciéncia Rural. Santa Maria, v. 31, n. 2, p. 361-368.

VIDOTTO M.C., MCGUIRE T.C., MCELWAIN T.F., PALMER G.H. &
KNOWLES D.P. JR., 1994. Intermolecular relationships of major surface
proteins of Anaplasma marginale. Infect. Immun. 62: 2940-2946.

28



VISSER E.S., MCGUIRE T.C., PALMER G.H., SHKAP V. PIPANO E. &
KNOWLES D., 1992. The Anaplasma marginale MSP5 gene encodes a 19-
kilodalton protein conserved in all recognized Anaplasma species. Infect and
Immun. 60: 5139-5144.

WANDURAGALA, L.; RISTIC, M., 1993. Anaplasmosis. In: WOLDEHIWT, Z;

RISTIC, M. Rickettsial and Chlamydial Diseases of Domestic Animals. Pergmon
Press, Oxford. p. 65-83.

29



CAPITULO UNICO

SELECAO E CARACTERIZACAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES
LIGANTES A ANTICORPOS MONOCLONAIS REATIVOS A PROTEINAS DE
Anaplasma marginale

30



RESUMO

Anaplasmose bovina é uma infeccdo causada por Anaplasma marginale
e A. centrale. A espécie mais patogénica e de maior importancia para bovinos é
a A. marginale e estd amplamente distribuida nas regides tropicais,
subtropicais e temperada do mundo. A. marginale é uma rickettsia intra-
eritrocitéria de ruminantes susceptiveis, transmitido bioldgica e mecanicamente
por carrapatos e insetos hematéfagos. O carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus é o principal transmissor de A. marginale no Brasil. A forma
congénita de transmissdo em bovinos pode ocorrer, ocasionando a
anaplasmose neonatal. A membrana externa do A. marginale inclui seis
proteinas principais de superficie (MSPs) bem caracterizadas, designadas de
MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5 e desempenham papel
importante no desenvolvimento da resposta imune de animais infectados. Para
o desenvolvimento deste estudo, foi utilizada a técnica de Phage Display para
identificar peptideos ligantes a anticorpos monoclonais reativos a proteinas de
Anaplasma marginale a partir de bibliotecas de peptideos recombinantes por
meio da tecnologia Phage Display. Para selecao dos peptideos foi realizado
uma selegcdo subtrativa utilizando uma biblioteca de peptideos com 12
aminoacidos randdémicos, Ph.D.-12, expressa na superficie do fago filamentoso
M13 concomitantemente contra os anticorpos anti-MSP1a e anti-MSP2. Apds
quatro ciclos de selecdo e validacdo por ELISA, o conjunto de peptideos
selecionados apresentou ser unicamente reconhecido pelo anticorpo anti-
MSP1. Andlises de bioinformatica identificaram 45 peptideos, que
apresentaram o motivo proteico consenso STxS, representado em 78% dos
fagos sequenciados. Devido aos multiplos sitios repetidos encontrados na
proteina MSP1, o motivo proteico STSSxL pode ser um importante alvo
biolégico, com potencial utilizacdo em ensaios diagndsticos e vacinais para o
controle de Anaplasma marginale.

Palavras chave: Anaplasma marginale, MSP1, Phage Display

31



ABSTRACT

Bovine anaplasmosis is caused by Anaplasma marginale and A.
centrale. The most pathogenic and important species for cattle production is A.
marginale, and is widely distributed in tropical, subtropical and temperate
regions of the world. A. marginale is an intra-erythrocyte rickettsia of susceptible
ruminants, biological and mechanically transmitted by ticks and hematophagous
insects. The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is the main vector of A.
marginale in Brazil. The congenital form of transmission in cattle may occur,
causing the neonatal anaplasmosis. The outer membrane of A. marginale
includes six well characterized major surface proteins, MSP1a, MSP1b, MSP2,
MSP3, MSP4 and MSP5, which play important role in the development of the
immune response of infected animals. In this study, we have used the Phage
Display technology to identify specific peptides that were immunoreactive to
monoclonal antibodies anti-A. marginale proteins. Peptide selection was
performed using a subtractive selection of a peptide library with 12 random
amino acids, Ph.D.-12, expressed on the surface of the M13 filamentous phage
concurrently against the anti-MSP1a and anti-MSP2. After four rounds of
selection and validation by ELISA, the selected peptides have recognized only
the anti-MSP1. Analysis of bioinformatics identified 45 peptides, which showed
the protein consensus sequence STxS that was represented in 78% of selected
phages. Due to the multiple motif repeats found in MSP1 protein, the STSSxL
motif may become an important biological target, with potential use in diagnostic
tests and vaccine for the control of Anaplasma marginale.

Key-words: Anaplasma marginale, MSP1, Phage Display.
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INTRODUCAO

A anaplasmose bovina, causada pela rickettsia Anaplasma marginale, é
uma doenga de grande importancia econbémica que ¢é transmitida
principalmente por carrapatos. A rickettsia infecta eritrocitos bovinos, causando
severa anemia associada a anorexia, febre, diminuicdo no ganho de peso e
producdo de leite, e morte nos casos severos em animais nao tratados
(ZAUGG et al., 1985).

O controle da anaplasmose é realizado por quimioterapia, controle de
vetores e imunizacao, sendo esse ultimo mais eficiente (PALMER, 1989).

A membrana externa de A. marginale é capaz de induzir reposta imune
protetora contra desafio homologo e parcialmente protetora contra desafio
heterélogo (TEBELE et al, 1991). Nela foram identificadas seis proteinas
principais de superficie - MSPs (PALMER & MCGUIRE, 1984; TEBELE et al.,
1991), as quais tém sido alvo de estudos para o desenvolvimento de
imundgenos contra a anaplasmose. Destas proteinas, MSP1a e MSP2 tém
demonstrado maior potencial como imundgenos, protegendo os animais contra
desafio com isolados virulentos homélogos e heterélogos de A. marginale,
apesar das multiplas isoformas da primeira proteina e variabilidade do gene
que codifica a segunda.

A tecnologia de phage display tem apresentado um grande impacto na
Imunologia, Biologia Celular, descoberta de medicamentos e de farmacos em
geral. Esta técnica permite a obtencao de diferentes peptideos ou proteinas
imunogénicas, e tem sido utilizada para revelar os diversos tipos de interacdes
que existem entre antigeno—anticorpo, caracterizando epitopos reconhecidos
por anticorpos.

O presente trabalho teve como objetivo identificar peptideos ligantes a
anticorpos monoclonais reativos a proteinas de Anaplasma marginale a partir
de bibliotecas de peptideos recombinantes por meio da tecnologia Phage

Display.

33



MATERIAIS E METODOS

ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais 15D2 (MSP1) do isotipo 1gG3 e O50A2
(MSP2) do isotipo lgG1, ligantes as proteinas de superficie de Anaplasma
marginale, foram adquiridos na empresa Veterinary Medical Research &
Development, VMRD, Inc. (PO Box 502, Pullman, WA 99163 USA,

www.vmrd.com).
SELECAO DE PEPTIDEOS

Biopanning em Solucao

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

A biblioteca é composta por doze peptideos randémicos seguidos por
uma curta seqiéncia espacadora Gly-Gly-Gly fusionada a regidao N - terminal
da proteina capsidica menor (Proteina Ill) de bacteriéfagos M13 filamentosos.
A biblioteca consistia de 2,8 x 10" clones independentes, os quais representam
as 1.9 x 10° possiveis combinacdes contidas nos 12 residuos de amino&cidos.
Todas as cinco cépias da Proteina lll capsidica dos fagos contém peptideos
randdmicos aminoterminais (NOREN & NOREN, 2001).

A selecéo foi realizada em solugéo, sendo utilizado como substrato 50uL
de proteina G agarose em 50% de solucdo aquosa (Recombinant Protein G
Agarose — Invitrogen™), lavados por ressuspensdo em microtubo com 1 mL de
TBS-T (TRIS — HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween 20 0,1%). Apos
centrifugacédo a 4000 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 solucao de blogueio (NaHCO3; 0,1 M, pH 8,6;
BSA 5 mg/mL; NaN3 0,02%) a 8°C, sendo misturada de 15 em 15 minutos.
Apoés a incubacdo, a mesma foi lavada por quatro vezes, conforme descrito
anteriormente, para entdo receber a mistura de 300ng dos anticorpos
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monoclonais MSP1 e MSP2, seguido pela adicdo de 2,0 x 10" particulas virais
em um volume final de 200 uL de TBS-T 0,1%, previamente incubados a
temperatura ambiente por 20 minutos.

A mistura resina/anticorpo/fago foi agitada vagarosamente por 3 vezes
durante os 15 minutos de incubacédo 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 tampéao de eluicao (Glicina — HCI 0,2M,
pH 2,2; 1 mg/mL de BSA) por 10 minutos a temperatura ambiente. Esta
solucao foi entdo centrifugada por 1 minuto a 4.000 rpm e o eluato transferido
para um novo microtubo, onde foi imediatamente neutralizado com 150 uL de
TRIS-HCI 1 M, pH 9,1.

Apébs a neutralizagdao do eluato, uma amostra de 10 uL do mesmo foi
titulada e o volume restante utilizado na reamplificacdo dos fagos em 30 mL de
meio de cultura de E. coli (ER2738) contendo tetraciclina e em fase inicial de
crescimento bacteriano (ODgoo < 0,3). A cultura foi incubada por 6 horas em
agitador com temperatura e rotacdo controladas a 37°C e 210 rpm, antes dos
procedimentos de precipitacao e titulacdo dos fagos.

A precipitacdo dos fagos iniciou-se pela centrifugacao da cultura por 10
minutos e 4.000 rpm, afim de extrair as células bacterianas. Apds o descarte
destas células, a cultura foi novamente centrifugada e extraidas as células
residuais. 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 centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi
descartado e a amostra foi novamente centrifugada, agora por 2 minutos, a fim
de ser possivel a retirada do sobrenadante residual. O “pellet” foi diluido em
200 uL de TBS 1X e os fagos foram posteriormente titulados.

Os fagos reamplificados a partir do primeiro ciclo de selegcao foram
utilizados no segundo ciclo em nimero de particulas de 2,0 x 10'" e assim
subsequentemente por mais 3 ciclos, sendo que cada ciclo envolveu os
procedimentos de selecéao, titulacdo do eluato, reamplificacao e titulacdo dos
fagos reamplificados. A partir do segundo ciclo, a estringéncia do tampao de
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lavagem foi aumentada de 0,1% para 0,5%, utilizando-se, entdo, 0,5% de
Tween-20 nas lavagens.

Titulacoes

Para todas as titulagbes de fagos foram utilizados 10 puL de solugéo
contendo os fagos, diluidos em 90 uL de meio de cultura LB. As diluicdes
seqlienciais (10" a 10* para eluatos ndo amplificados e 10® a 10" para fagos
amplificados e purificados) foram incubadas por 5 minutos com 200 pL de E.
coli (ER2738) em fase de crescimento inicial e plaqueadas em meio de cultura
LB sdlido contendo IPTG (0,5 mM) e X-Gal (40 ug/mL) juntamente com 3 mL
de Agarose Top (10g de Bacto-Triptona, 59 de Extrato de Levedura, 5g de
NaCl e 1g de MgCl..6H0 por litro de agua).

As placas foram entado 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 obtengéo dos titulos de entrada e saida
de particulas de fago, através da multiplicacdo do numero de col6nia azuis pelo
fator de diluicao, para todos os ciclos de selecao.

Extracao de DNA de Fagos

Para a extracdo do DNA dos fagos, col6nias isoladas de uma placa
oriunda do 3° ciclo do biopanning foram transferidas para pocos de 2mL de
placas de cultura tipo deepwell, contendo 1mL de cultura de ER2738 em fase
early-log (ODego ~ 0,3); a cada poco foi adicionada apenas uma col6nia de fago.
A placa foi vedada com um adesivo proprio e incubada a 37°C, por 24 horas,
sob vigorosa agitacao (250rpm).

Para isolar os fagos das bactérias, as placas foram centrifugadas a
3700rpm, a 20°C, durante 10 minutos. Apenas 800uL do sobrenadante da
centrifugacao foram transferidos para novas placas e incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos com 350uL de PEG/NaCl. Apdés o periodo de
incubagado, as placas foram centrifugadas a 3700rpm, a 20°C durante 40

minutos para precipitagdo dos fagos. Em seguida, o sobrenadante foi
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descartado e 100uL de Tampéao lodeto (10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1mM de
EDTA e 4M de Nal) foi adicionado ao precipitado de fagos.

As placas foram agitadas vigorosamente e, em seguida, 250uL de etanol
absoluto foi acrescentado. Apdés uma incubacédo de 10 minutos, a temperatura
ambiente, as placas foram centrifugadas 3700rpm, 20°C, 10 minutos e o
sobrenadante descartado. O precipitado de fagos foi lavado com 500uL de
etanol 70% e recentrifugado. Finalmente, o precipitado remanescente foi
diluido em 20ul de agua ultrapura. A qualidade do DNA fita simples foi
verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com
solucdo de brometo de etideo e leitura espectrofotométrica (260nm e 280nm),

respectivamente.
Seqlienciamento de DNA

Na reacdo de sequenciamento foram utilizados 500ng de DNA molde,
5pmol do primer -96 glil (5’- °"CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG -3’ - Biolabs)
e Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences).

A reagdo de 35 ciclos foi realizada em um termociclador de placas
(MasterCycler - Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturacao (a 95°C por
20 segundos), anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e extensao (a
60°C por um minuto). O DNA sequenciado foi precipitado com 1uL de acetato
de amédnio e etanol, homogeneizando a placa com leves batimentos. Entéo,
foram acrescentados 27,5uL de etanol absoluto, em seguida, a placa foi
centrifugada por 45 minutos, a 4000rpm e o sobrenadante descartado.

Adicionou-se 150uL de etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se
por 10 minutos, a 4000rpm. A solucdo de etanol foi descartada, a placa
permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posicao foi pulsada a
800rpm, durante um segundo. A placa foi coberta por um papel aluminio
durante cinco minutos para evaporar o etanol remanescente. Os precipitados
resultantes foram ressuspendidos no tampao de diluigdo (DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences).

A leitura do sequenciamento foi realizada em um sequenciador
automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no laboratério de
Genética Molecular (UFU).

37



Analise dos Dados por Bioinformatica

A traducao das seqliiéncias de aminoacidos obtidas no seqglenciamento
foi realizada pelo programa DNA2PRO12. Este programa é designado para a
traducao de seqgléncias 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 posicdo do inserto, traduz o mesmo e indica
qualquer erro possivel na seqliéncia, tais como cdédons inesperados ou erros
na sequéncia préxima (http:/relic.bio.anl.gov/dna2pro12.aspx).

DIVAA (http://relic.bio.anl.gov/divaa.aspx) foi utilizado para o célculo da
diversidade e derivagdo padrao dos aminoacidos em cada posicao nos
peptideos. O célculo da frequéncia, diversidade de aminoacidos dentro da
populacdo de peptideos foi realizado pelo programa AADIV

(http://relic.bio.anl.gov/aafreqs3.aspx).

As homologias de cada peptideo, individualmente ou nao, com proteinas
de Anaplasma marginale foram testadas utilizando-se o programa MATCH
(http://relic.bio.anl.gov/match.aspx). O programa MATCH foi usado para parear

uma sequéncia especifica de proteina de A. marginale com todas as

sequéncias peptidicas selecionadas.

Phage ELISA

Para quantificacdo da reatividade dos clones aos anticorpos foi realizado
o ensaio de ELISA onde placas de microtitulacdo foram sensibilizadas, com os
anticorpos anti-MSP1 e anti-MSP2, para todas as amostras, com 1ug/poco de
cada anticorpo diluido em tampao carbonato 100mM (8,3g NAHCOj3, dissolvido
em 1L de agua, autoclavado) pH 8,5 por 1 hora a temperatura ambiente.
Decorrido o tempo de incubacédo as placas foram bloqueadas com 150uL de
BSA a 1% overnight a 4°C.

As placas foram lavadas por trés vezes com PBST (0,1% de Tween 20)
e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com 100uL/po¢o de cultura
dos fagos selecionados, do fago selvagem (fago que nao expressa nenhuma
proteina exégena) e de meio de cultura sem fago, para controle das reagdes.
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Posteriormente as placas foram lavadas cinco vezes e incubadas com
anti-M13 conjugado com peroxidase diluido 1:5000 em PBST 0,1%, durante 1
hora a temperatura ambiente, lavadas novamente por cinco vezes e a ligacao
antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo de tampao orto-fenilenodiamina
(OPD) a 1mg/mL. A reacéao foi interrompida pela adicdo de &cido sulfarico 4N.
A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.

O indice ELISA (IE) para os clones testados foi calculado realizando a
divisdo das leituras das densidades 6ticas (DO) das amostras pelo valor de
cutoff. O valor cutoff foi calculado segundo a féormula: cutoff = média das DOs
do fago selvagem + 2X desvio padrdao. Os I|Es maiores que 1 foram
considerados positivos e os IEs menores que 1 foram considerados negativos.
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RESULTADOS

Selecao de Peptideos - Biopanning e Titulacoes

Os procedimentos de titulagdo dos fagos foram eficientes em todos os 3
ciclos de selecao realizados, as col6nias 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 6. Néo
foram observados, nas titulagdes, colénias transparentes resultado da auséncia
de bactérias nado infectadas ou infectadas com fagos selvagens (nao

carreadores do gene lac 2).

A contagem do numero de col6nias azuis foi realizada em placas com
aproximadamente 100 colénias. Apds a contagem e multiplicacao pelo devido
valor de diluigdo, foram obtidos os titulos de entrada e saida para cada ciclo.

Figura 6 — Exemplo de placa de titulacdo. As colbnias azuis representam as bactérias infectadas com
os fagos M13 carreadores do gene da B-galactosidase.
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Tabela 1 - Selecdo dos fagos com peptideos ligantes a anticorpos monoclonais anti-MSP1 e anti-MSP2
para Anaplasma. Titulo obtido (pfu) no processo de selecdo dos fagos por imunoafinidade.

Numero de particulas de fagos

Ciclos Entrada Saida
12 Ciclo de selecdo 2x10™ 1,7x10°
2° Ciclo de selecéo 2x10™ 2,1x10*
32 Ciclo de selegao 2x10™ 3,8x10*

A quantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de selecao foi
estimada pela titulacdo dos eluatos amplificado e ndo amplificado de cada ciclo
(Tabela 1). Os titulos de entrada dos fagos no “biopanning” foram sempre
maiores que os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade a proteinas
anti-MSP1 e anti-MSP2 ficam ligados a elas por interacao peptideo/anticorpo e
o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade foi removido durante as
lavagens. Nas amplificacdes ocorre o inverso, indicando a eficiéncia do

processo.

Extracao de DNA e Seqiienciamento dos Clones de Fagos

O DNA extraido dos fagos foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, para verificar sua qualidade e estimar sua quantidade,
comparando a intensidade das bandas das amostras com a intensidade da
banda do DNA padréao, o qual continha uma massa de 200ng (Figura 7). Em
seguida o DNA foi sequenciado e analisado.

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% de 12 amostras de DNA extraido de fagos (1-12)

aleatoriamente escolhidos e de 200ng de DNA controle (C) com 7249pb.
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Dos 96 clones seqlienciados, 52 apresentaram sequéncias validas (sem
erros de sequenciamento), onde foram identificadas 49 sequiéncias diferentes e

as demais ocorrendo repedidas vezes.

ANALISE DE DADOS POR BIOINFORMATICA

Apés a traducgéo das sequéncias de DNA pelo programa DNA2PRO12, o
célculo da frequéncia de cada aminoacido nos peptideos sequenciados foi
realizado pelo programa AADIV.

A Figura 8 e a Tabela 2 apresentam a comparacao entre a freqiiéncia
dos vinte aminoacidos presentes nos peptideos ligantes e a freqiéncia
esperada dos aminoacidos na biblioteca original. Mais uma vez, observa-se
que a selecao foi eficiente principalmente pelos aminoacidos Cisteina, Glicina,
Lisina e Arginina que foram selecionados negativamente apresentando
freqUéncia bem abaixo do esperado, e pela selecao positiva dos aminoacidos
Asparagina, Serina e Treonina, os quais apresentaram uma frequéncia bem
elevada em relagdo a esperada sugerindo que esses aminoacidos estao

envolvidos na maioria das interacdes peptideo-anticorpo.
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Figura 8 — Freqliéncias observadas e esperadas de cada um dos 20 aminoacidos para os peptideos
expressos nos fagos selecionados pelos anticorpos anti-MSP1 e anti-MSP2, conforme o programa
AADIV, Relic.
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Tabela 2 - Freqliéncia dos aminoacidos individuais dos peptideos expressos nos fagos selecionados
pelos anticorpos anti-MSP1 e anti-MSP2; e a freqliéncia esperada dos aminoacidos na construgdo da
biblioteca realizada pelo AADIV.

Aminoacido 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Total Freqiiéncia
A (Alanina) 3 4 5 3 8 5 2 3 7 3 1 4 48 0,0816
C (Cisteina) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0000
D (Aspartato) 1 3 0 1 1 0 0 0 0 1 3 2 12 0,0200
E (Glutamato) 2 2 0 2 2 0 0 0 1 0 1 0 10 0,0170
F (Fenilalanina) 6 0 0 2 2 2 3 1 4 5 6 3 34 0,0578
G (Glicina) 3 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 8 0,0136
H (Histidina) 4 2 2 5 4 1 1 0 0 0 1 2 22 0,0374
| (Isoluecina) 1 2 1 3 0 1 0 1 1 1 1 1 13 0,0221
K (Lisina) 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0,0068
L (Leucina) 4 3 4 3 0 2 1 3 2 5 9 22 58 0,0986
M (Metionina) 5 0 4 2 2 1 0 0 0 0 1 0 15 0,0255
N (Asparagina) 3 7 6 7 3 4 3 1 1 1 2 1 39 0,0663
P (Prolina) 0 7 4 1 5 2 3 0 0 2 6 2 32 0,0544
Q (Glutamina) 4 1 2 1 4 0 1 1 0 0 1 1 16 0,0272
R (Arginina) 0 2 3 1 0 2 0 0 1 0 2 0 11 0,0187
S (Serina) 3 5 8 5 13 18 26 16 21 26 10 3 153 0,2602
T (Treonina) 4 3 3 10 2 7 9 21 7 2 1 4 73 0,1241
V (Valina) 1 2 1 1 1 1 0 1 1 1 2 2 14 0,0238
W (Triptofano) 1 1 2 0 0 0 0 0 1 0 0 1 6 0,0102
Y (Tirosina) 2 6 3 1 1 3 0 1 1 1 1 0 20 0,0340

Diversidade 6/50 7/52 8/52 10/53 13/54 18/55 26/56 21/57 21/58 28/59 10/60 22/61

CONSENSO F NP S T S S S T S S S L 588

DIVAA é uma medida quantitativa de diversidade de sucessao dos
aminoacidos, e gera hipdteses relativas a contribuicdo de residuos individuais
para as relacdes funcionais e evolutivas entre proteinas. A Figura 9 apresenta
um grafico gerado pelo programa DIVAA que calcula a diversidade de
aminoacidos em cada uma das 12 posicoes nos peptideos e a derivacao
padrdo, mostrando as posigcdes onde ocorreu a maior diversidade de
aminoacidos, o grafico mostra que nas posi¢cdes 1, 2 e 3 houve a maior
diversidade de aminoéacidos enquanto que as diversidade nas posi¢cdes 7, 8, 9
e 10 foram reduzidas, ficando abaixo de 0,2.
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Figura 9 — Grafico construido pelo programa DIVAA que ilustra a diversidade de sucessdo dos
aminoacidos em cada posi¢ao nos peptideos.

Existem diversos parametros que indicam o sucesso de selecédo de cada
peptideo. Na Tabela 3 sdo apresentados os seguintes parametros: sequiéncias
de aminoacidos obtidas, frequéncia dos peptideos selecionados (FO),
freqUéncia esperada desses peptideos na biblioteca original (FE), amplificacao
dos peptideos decorrentes do processo de selecdo em relacdo a frequéncia
esperada dos peptideos da biblioteca original (FO/FE), grau de informacao de
cada peptideo (I(m)) e niumero provavel de clones independentes dentro da
biblioteca (A). Estes parametros sdo obtidos mediante calculos a partir das
frequéncias dos aminodcidos para cada posicao no clone, a frequéncia
esperada é calculada pela multiplicacdo das freqiéncias de todos os
aminoacidos observados, tabela que é apresentada pelo fabricante para cada
tipo de biblioteca de fagos. Todos os outros parametros sdo formulas que se
originam desta FE, conforme apresentadas na publicacdo de Rodi et al.,
(2002). Ao analisar a tabela, deve-se relacionar todos os dados de cada
peptideo selecionado, assim um peptideo que apresenta um baixo valor de FE
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e A, e alto valor para I(m) e FO/FE possui uma baixa probabilidade de ser
selecionado, a menos que a selecdo seja de fato especifica. Ao observar os
clones 4, 5, 40 e 45, por exemplo, veremos que eles possuem 0s maiores
valores para I[(m) e FO/FE, e os menores para FE e A, mas mesmo assim foram
selecionados durante o biopanning, o que comprova mais uma vez a eficiéncia
da selecao.

Para identificar um motivo consenso entre os 49 clones selecionados,
analisou-se a freqiiéncia dos aminoacidos observados em cada posicao da
sequéncia peptidica formada, de 1 a 12 aminoacidos (Tabela 2). Para efeito de
estabelecer o motivo consenso observou-se a maior freqliéncia em cada
posicdo, e aquelas frequéncias que eram inferiores a menor freqiéncia
observada na posi¢do 7 (9/56) nao foram consideradas para compor 0 motivo
central, considerando entdo somente aquelas posicoées com =10 observacdes
do mesmo aminodacido, que originou o motivo TSSSTSSSL. Se ainda for
considerado apenas aquelas posicoes com freqiiéncia acima de 35%, o motivo
consenso seria STSSxL.

Motivos protéicos comuns também foram identificados por meio do
alinhamento dos clones, apds a terceira selegdo no experimento (Tabela 4).
Dois grupos de aminoacidos foram gerados, sendo o primeiro grupo constituido
pelo motivo STxS e o segundo grupo pelo motivo TSS. Nestes dois casos, o
motivo consenso foi considerado quando ocorreu quatro ou mais vezes nos
clones distintos. Contudo, pode-se considerar ainda dois outros motivos
semelhantes e muito freqlentes, STSS e STAS, sendo que o primeiro se
repete duas vezes dentro da seqliéncia consenso geral entre todos os clones
(Tabela 2).
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Tabela 3 — Seqliéncias de aminoacidos dos clones selecionados, freqliéncia observada, freqliéncia esperada, amplificagdo dos peptideos e grau de informacéao.

Clone  Popideo  Onienada Famdomicsr AP0 (e ks e pepiden  Oecornds Renomen: ATBIORSR0"

(FO) (FE) (FO) (FE)
1 YNSTASFSTPHL 2/52 1,86 x 107 1,05 x 10" 29,3 3,73x10* 26 ANLHHPSTSSQL 1/52 9,93x10™ 1,97 x 10" 299 1,98x10*
2 HTMTSASTSSLL 1/52 6,77 x 107 2,89x 10" 28 1,35x 10° 27  DQRMASTASFSS 1/52 1,89 x 107 1,03 x 10" 339 3,78x10°
3 QYAPSTNSYLLL 1/52 1,18 x 107 1,65 x 10" 275 237x10° 28 QYSTSSSLGISI 1/52 9,64 x 10™ 2,03x 10" 30 1,92 x 10
4 INPIHNSTASFT 1/52 4,59 x 10 4,26 x 10" 46,8 9,18x10™" 29 NRYTTSHILSPV 1/52 7,58 x10™ 2,58 x 10" 302 1,51x10*
5  FVPFASTSSNLA 1/52 4,17 x10™ 4,69 x 10" 423 835x10" | 30  GDKHSTSSFLIT 1/52 1,53 x 10" 1,27 x 10° 249  3,06x102
6  VYANQASTASRL 1/52 2,37 x10™ 8,26 x 10" 291  474x10* | 31  TSNSTASFSSPA 1/52 4,02x10™" 486x10° 285  805x10*
7 HSTEAASTSSFA 1/52 1,16 x 10™ 1,67 x 10 32,1 2,33x10° 32  MDMAQLSTSSNL 1/52 3,24x10™" 6,03 x 10° 242  6,49x107
8  FASDMRPSTSSF 1/52 1,88 x 10™ 1,03x 10" 31,6  3,77x10° | 33  NYHHQIAYALLD 1/52 2,42x 10" 8,08 x 10" 31,4  485x10°
9 FNSTSSLLTSSP 1/52 6,91 x 1077 2,83x 10" 372  1,38x107 34  TPYSMSSTASRL 1/52 3,98 x 107 4,92x10" 355 7,96 x107
10 LESRYFPVITPT 1/52 1,25x10™ 1,56 x 10" 32 250x10° 35  GYSFENSTSSPL 1/52 4,78 x 107 4,09 x 10" 30,7 9,57x10°
11 FNNTNSTSSFVS 1/52 8,85x 10" 2,21 x 10" 34,7  1,77x10° 36 KPLLASSTSSTL 1/52 1,15x 107 1,69 x 10" 29,8 2,30x10*
12 QWNTSSFAVYDP 1/52 6,49 x 107 3,01 x 10" 35  1,29x10° 37  WALAPSTASFLS 1/52 5,73x 107" 3,42 x 10" 305 1,14x10*
13 LEYHQVTLRDVL 1/52 3,23x10™ 6,06 x 10" 28,8 6,46x10™ 38  TLTYAPSTSSPL 1/52 1,78 x 10 1,09 x 10" 34 3,56 x 10°
14 ESAAPYSTNSFA 1/52 5,26 x 107 3,72x10° 26 1,05 x 10 39  MYHNNTSSWLGV 1/52 2,59 x10™ 7,55x 10" 29 5,19 x 10™
15  HLASSSTSSSLG 2/52 1,29 x 107 1,51 x 10" 343 259x10° 40  SPPEFSNSTASF 1/52 3,73x10™" 5,25 x 10" 40,1 7,46x10°
16 FNRLPYSTSSSL 1/52 1,87 x10™ 1,04 x 10" 316 3,74x10° 41 MHISDMSTSSML 1/52 1,47 x 10™ 1,32 x 10° 249  294x10?
17 NDRNSLNTTSFL 152 2,42 x10™ 8,08 x10" 31,4  4,85x10° 42 YTQNSTASFGPW 1/52 6,36 x 102 3,07 x 10° 258  1,27x10?
18 ASQMVSTSSFND 2/52 2,83x10™ 6,90 x 10" 28,9 5,67x10" 43  SPNTSSFTEADL 1/52 3,92x10™ 5,00 x 10" 30,9 7,84x10°
19 HVMSPHPQSTLL 1/52 2,14 x 10" 9,13x 10" 38,4 4,29x10° 44 FINHASSTSSSL 1/52 6,19x 107 3,16 x 10" 28,1 1,23 x 107
20  TPVNEAQNTASF 1/52 3,22x 107 6,07 x 10" 357 6,45x107 45 LAPIGNSTTSFL 1/52 5,46 x 10" 3,58 x 10" 421  1,09x10°
21 GTWNNTSSLLLN 1/52 8,53x10™ 2,29 x 10" 278 1,70x10° 46 EISKAFSTSSFH 1/52 7,56 x 10" 2,59 x 10" 279 1,51x10°
22  MHMTHSSTASYL 1/52 9,93 x 10™ 1,97 x 10" 29,9 1,98x10" 47  APNQFRSTASEL 1/52 1,76 x 10™ 1,11 x 10" 31,7  352x10°
23  SALNSTSSFSSH 1/52 7,95x10™ 2,46 x 10" 279 159x10° 48 QNWTSSTSSFSQ 1/52 1,63 x 1077 1,19x 10 38,7 3,27x10°
24  MRAVSTSSFPAL 1/52 3,68x 107 5,32 x 10" 286  7,36x 10" 49  LPTIPYSTASDL 1/52 4,38x 107 4,46 x 10" 331 8,77x10°®
25  KLSLHNTSSVLT 1/52 1,26 x 1077 1,55 x 10"° 389 252x10°®

*Probabilidade de seqiiéncia randémica = freqliiéncia esperada na biblioteca (FE) **Amplificagdo = freqiiéncia observada/freqiiéncia esperada ***I(m) = grau de informagédo = -In (probabilidade de

seqliéncia randémica) ****A = nlimero provavel de clones independentes na biblioteca = complexidade x FE, onde complexidade da biblioteca (2,7 x 10° - Ph.D.-12).
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Tabela 4: Alinhamento linear das sequéncias de aminoacidos dos peptideos selecionados por

afinidade realizado pelo MOTIF 2.

Motivo

Alinhamento

STxS*

YNSTASFSTPHL
HTMTSASTSSLL

QYAPSTNSYLLL
37 peptideos INPIHNSTASET
com este FVPFASTSSNLA
motivo. VYANQASTASRL
HSTEAASTSSFA
FASDMRPSTSSF
FNSTSSLLTSSP
FNNTNSTSSFVS
ESAAPYSTNSFA
HLASSSTSSSLG
FNRLPYSTSSSL
ASQMVSTSSEND
MHMTHSSTASYL
SALNSTSSFSSH
MRAVSTSSFPAL
ANLHHPSTSSQL
DQRMASTASFSS
QYSTSSSLGISI
GDKHSTSSFLIT
TSNSTASFSSPA
MDMAQLSTSSNL
TPYSMSSTASRL
GYSFENSTSSPL
KPLLASSTSSTL
WALAPSTASFLS
TLTYAPSTSSPL
SPPEFSNSTASF
MHISDMSTSSML
YTQNSTASFGPW
FINHASSTSSSL
LAPIGNSTTSFL
EISKAFSTSSFH
APNQFRSTASEL
ONWTSSTSSFSQ
LPTIPYSTASDL

Tss HTMTSASTSSLL
) FVPFASTSSNLA
29C§§pZ;§:OS HSTEAASTSSFA
motivo. FASDMRPSTSSF
FNSTSSLLTSSP
NSTSSLLTSSP
FNNTNSTSSEVS
QWNTSSFAVYDP
HLASSSTSSSLG
FNRLPYSTSSSL
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ASQMVSTSSEND
GTWNNTSSLLLN
SALNSTSSFSSH
MRAVSTSSFPAL

KLSLHNTSSVLT

ANLHHPSTSSQL
QYSTSSSLGISI
GDKHSTSSFLIT
MDMAQLSTSSNL
GYSFENSTSSPL
KPLLASSTSSTL
TLTYAPSTSSPL
MYHNNTSSWLGV
MHISDMSTSSML
SPNTSSFTEADL
FINHASSTSSSL
EISKAFSTSSFH
ONWTSSTSSESQ
ONWTSSTSSESQ

*Letras em negrito denotam residuos conservados.

A sequiéncia original da proteina MSP1a de A. marginale apresenta
cinco repeticoes de 28 a 29 aminoacidos na extremidade NH.-terminal da
molécula. Um dominio consenso STSSxL encontrado ao final de cada
repeticdo, que funciona como epitopo ativo reconhecido pelo anticorpo
monoclonal anti-MSP1a, foi identificado pela maior freqiiéncia de aminoacidos
nos clones selecionados (Figura 10).
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(0-69) MSAEYVSTQSD | DSSSASGQQQESSVSSQSEASTSSQLGA | DSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLGA |

(70-681) DSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLGA | DSSSAGGQQOQESSVSSQSDQASTSSQLGA | DSSSAGGQQOQE
SSVSSQSDQASTSSQLGT | DWRQEMRSKVASVEYMLAARALISVGVYAAQGEIARSRGCAPLRVAEVEEIV
KDGLVRSHFHDSGLSLGSIRLVLMQVGDKLGLOQGLKIGEGYATYLAQAFADSVVVAADVQSSGACSASLDS
ATANVETSWSLHGGLVSKGFDRDTKVERGDLEAFVDEFMFGGVSYNDGNASAARSVLETLAGHVDALGISYN
QLDKLDADTLYSVVSFSAGSAIDRGAVSDAADKFRVMME GGAPAGQEKTAEPEHEAATPSASSVPSTVHGK
VVDAVDRAKEAAKQAYAGVRKRYVAKPSDTTTQLVVAITALLITAFAICACLEPRLIGASGPLIWGCLALV
ALLPLLGMAVHTAVSASSQKKAAGGAQRVAAQERSRELSRARQEDQOQKLHVPAILTGLSVLVEIAAVVACI
AVDARRGTWQGSICFLAAFVLFAISAAVVMATRDOQSLAEECDSKCATARTAQAVPGGQQQOPRATEGVVSGG
GQEGGAGVPGTSVPSAESGAVPPATIMVSVDPQLVATLGAGVAQAAA

Figura 10 — Proteina MSP1a de Anaplasma marginale, com destaque para o dominio STSSxL dentro da
regido repetitiva de 28-29 aminoacidos (rico em serina) que ocorre em cinco blocos
repetidos.

Neste estudo, epitopos potenciais (miméticos ou com homologia
perfeita) sdo apresentados a partir de similaridades significativas entre os
peptideos e a seqiiéncia protéica da MSP1a. Foram identificadas similaridades
entre 46 dos 49 clones selecionados com a proteina de membrana MSP1a
(Figura 11). Dentre os 28 ou 29 aminodcidos da sequéncia repetitiva da
proteina MSP1a, 14 aminodacidos foram identificados por alinhamento com a
sequéncia original, que provavelmente formam os residuos criticos do epitopo
na molécula, caracterizados em negrito como a  segquir:
DSSSASGQQQESSVSSQSEASTSSQLGA. Dentre os residuos criticos, o
dominio mais frequente entre todos os 46 clones foi o STSSxL, conforme

identificado pela andlise de bioinformatica.
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DSSSASGQQQESSVSSQSEASTSSQLGA (28 AA)

DSSSAGGQQQOESSVSSQSDOASTSSQLGA (29 AA)
Clone 1 YNSTASFSTPHL
Clone 2 HTMTSASTSSLL
Clone 3 QYAPSTNSYLLL
Clone 4 INPIHNSTASFT
Clone 5 FVPFASTSSNLA
Clone 6 VYANQASTASRL
Clone 7 HSTEAASTSSFA
Clone 8 FASDMRPSTSSF
Clone 9 FNSTSSLLTSSP
Clone 11 FNNTNSTSSFVS
Clone 12 OWNTSSFAVYDP
Clone 14 ESAAPYSTNSFA
Clone 15 HLASSSTSSSLG
Clone 16 FNRLPYSTSSSL
Clone 17 NDRNSLNTTSFL
Clone 18 ASQMVSTSSFEND
Clone 19 HVMSPHPQSTLL
Clone 20 TPVNEAQNTASF
Clone 21 GTWNNTSSLLLN
Clone 22 MHMTHSSTASYL
Clone 23 SALNSTSSFSSH
Clone 24 MRAVSTSSFPAL
Clone 25 KLSLHNTSSVLT
Clone 26 ANLHHPSTSSQL
Clone 27 DORMASTASFSS
Clone 28 QYSTSSSLGISI
Clone 29 NRYTTSHILSPV
Clone 30 GDKHSTSSFLIT
Clone 31 TSNSTASFSSPA
Clone 32 MDMAQLSTSSNL
Clone 34 TPYSMSSTASRL
Clone 35 GYSFENSTSSPL
Clone 36 KPLLASSTSSTL
Clone 37 WALAPSTASFLS
Clone 38 TLTYAPSTSSPL
Clone 39 MYHNNTSSWLGV
Clone 40 SPPEFSNSTASF
Clone 41 MHISDMSTSSML
Clone 42 YTONSTASFGPW
Clone 43 SPNTSSFTEADL
Clone 44 FINHASSTSSSL
Clone 45 LAPIGNSTTSFL
Clone 46 EISKAFSTSSFH
Clone 47 APNQFRSTASEL
Clone 48 ONWTSSTSSFSQ
Clone 48 ONWTSSTSSFSQ
Clone 49 LPTIPYSTASDL

DSSSASGQOQQESSVSSQSEASTSSQLGA
(Homologia entre 14 residuos entre os 28/29
aminodcidos da repetigdo peptidica)
Clones Sem Alinhamento:
Clone 10 LESRYFDVITPT
Clone 13 LEYHQVTLRDVL
Clone 33 NYHHQIAYALLD

Figura 11 — Alinhamento dos 49 peptideos recombinantes selecionados por Phage Display ao dominio
protéico STSSxL em seqliéncia parcial de dois motivos repetidos da proteina MSP1a (com
28 ou 29 aminoéacidos) de Anaplasma marginale. No motivo consenso final, as letras em
vermelho indicam todos os aminoacidos que foram alinhados com a sequéncia original (em
azul).
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Phage ELISA

Para confirmar a eficiéncia de selegdo, os fagos foram submetidos a
ensaios de ELISA para quantificacdo da reatividade ao alvo. Para a
normalizacdo da quantidade de particulas virais entre os clones a serem
testados, placas de microtitulacdo foram sensibilizadas com os anticorpos anti-
MSP1a e MSP2 na concentragdo de 1 pg por pogo. Utilizou-se o fago selvagem
como controle negativo de reagao (Figura 12).

Figura 12 — Placas de Elisa mostrando a reatividade dos clones contra o anticorpo anti-MSP1a.

A Figura 13 apresenta um grafico representativo da reatividade dos
clones selecionados aos anticorpos anti-MSP1 e anti-MSP2, o cutoff foi
calculado somando-se a meédia das leituras das réplicas do fago selvagem
(controle negativo) mais duas vezes o desvio padrao. Observa-se que apenas
os clones 6, 16, 26 e 40 ndo apresentaram razdes dos indices ELISA maiores
que 1, ou seja, nao foram significativos; enquanto que os outros 45 peptideos
apresentaram IE maior que 1,0, inclusive para os trés clones que nao foram
alinhados na sequéncia da proteina MSP1a.
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Figura 13 — Gréfico representativo das leituras a 492nm do ensaio de ELISA mostrando a reatividade dos clones de fagos capturados por anticorpo anti-

s

MSP1 e anti-MSP2 para Anaplasma marginale.



DISCUSSAO

Este trabalho se prop6s identificar peptideos ligantes a anticorpos
monoclonais reativos a proteinas de Anaplasma marginale a partir de bibliotecas
de peptideos recombinantes por meio da tecnologia Phage Display. Foram
identificados peptideos, os quais apresentaram homologias significativas com
sequéncias da proteina MSP1a. A selecédo dos fagos ligantes aos anticorpos anti-
MSP1 e anti-MSP2 foi realizada com uma biblioteca de peptideos expressos em
fagos M13 com 12 residuos randémicos.

Durante os ciclos de selecdao houve um enriquecimento do numero de
fagos, ja esperado pelo fato de que, a cada ciclo, clones/fagos com determinadas
sequUéncias foram retidos para subseqglente eluicdo e amplificacdo no ciclo
seguinte (Tabela 1). Os titulos dos fagos na entrada do biopanning foram sempre
maiores que os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos
imobilizados na placa ficam ligados a estes pela interagdo com o paratopo, e o
restante dos fagos com baixa ou sem afinidade aos anticorpos sao lavados
(removidos). Fagos com baixa afinidade pelos anticorpos podem ficar aderidos
diretamente a placa, nao interagindo com os anticorpos, ou ainda permanecerem
suspensos na solucédo (ndo ligados), assim apds as sucessivas lavagens muitos
destes fagos néo especificos sdo excluidos (FRESCHI, 2006). Isto leva a reducgéo
nos titulos apdés as etapas do biopanning. Os titulos do 12, 2° e 3° ciclos de
selecdo (1,7 x 103, 2,1 x 10, 3,8 x 10%) evidenciam a ocorréncia de uma selecao
especifica dos fagos.

Apoés a avaliagdo preliminar dos clones e sequenciamento, foi constatada a
auséncia de cisteina, e o0 aminoacido arginina apresentou-se com uma freqliéncia
abaixo da frequiéncia esperada na biblioteca original (Tabela 2) Sabe-se que os
aminoacidos arginina e cisteina nas sequéncias de peptideos randémicos atuam
na secrecao da Proteina Ill e podem interferir na infectividade dos fagos.
Conseqguentemente, clones com peptideos contendo estes aminoacidos podem
ser menos freqlentes durante a selecdo. (NOREN, 2001).

A proteina MSP1a é codificada por um unico gene (MSP1a), porém possui
marcante variacao de tamanho entre os diferentes isolados de A. marginale (46 a
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105 kDa), como verificado em isolados brasileiros desta rickettsia (KANO et al.,
2002, OLIVEIRA et al., 2003). Isso resulta da presenca de um numero variavel de
blocos repetitivos de 28 a 29 amino&cidos, ricos em serina, na regiao amino (N)
terminal (OBERLE et al. 1988, ALLRED et al., 1990). Essa regidao contém um
epitopo sensivel a neutralizacdo conservado entre os isolados (ALLRED et al.
1990), incluindo brasileiros (KANO et al. 2002, OLIVEIRA et al. 2003).

O fato das bibliotecas serem de peptideos randémicos permite que varios
clones possam compartilhar os mesmos motivos, mas com residuos em posicoes
diferentes do peptideo, fazendo com que certos aminoacidos sejam mais
freqientes apds a selecao e sequenciamento. Assim, a alta freqiéncia desses
aminoacidos nas referidas posicoes do peptideo recombinante, pode indicar um
provavel motivo ndo apresentado nos clones selecionados, mas descoberto pela
combinacao de varias sequéncias (SANTOS, 2006).

A presenca dos motivos protéicos pode ser relacionada com a selecédo a
favor do ligante, pela indicacdo de que estes aminoacidos poderiam ser cruciais
para o reconhecimento dos peptideos pelo paratopo (CORTESE et al.,1995). Os
motivos STxS e TSS sao constituidos por peptideos representados mais de uma
vez e também representados em 78% e 59% dos fagos seqlenciados. Os
aminoacidos presentes no motivo (S e T) foram acima da freqiéncia esperada
quando comparados na tabela 2 e figura 8, especialmente para a serina,
apresentando freqUéncia superior frente a treonina, e estando presente nos 2
grupos de seqgléncias consenso. Além disso, os aminodacidos serina e treonina,
por serem altamente hidrofilicos indicam estar constituidos em epitopos ou
mimetopos selecionados (MANOUTCHARIAN et al., 1999).

Quando se considera apenas as posicdes dos aminoacidos mais
frequentes (>35%), o motivo consenso é o STSSxL, exatamente a sequéncia
encontrada na molécula original da MSP1a, com cinco repeti¢cdes (Figura 11).

Quando se considera o motivo consenso STSSxL e sua variagdo, STASxL,
os clones 30, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 41, 44, 48 e 49 foram os que apresentaram
os maiores indices ELISAs, exceto para o clone 16, que apresentou indice abaixo
de 1 (ndo significativo), provavelmente devido ao efeito dos aminoacidos
adjacentes ao motivo protéico na extremidade anterior (N-terminal), uma vez que

a maioria dos clones apresentou o dominio na porgdo COOH-terminal.
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A sequéncia repetiiva DSSSASGQQQESSVSSQSEASTSSQLGA
apresentou 14 aminoacidos (em negrito) criticos que formam o epitopo da
molécula MSP1a. Dentre os residuos criticos alinhados nos 49 clones
selecionados, o dominio mais freqiente, STSSxL, foi observado em 23 clones,
semelhante ao descrito para o epitopo B, EASTS(S/Q)ASTSS, sensivel a
neutralizacdo (PALMER et al, 1987; ALLRED et al. 1990). Nesta investigacao os
residuos EASTSS foram identificados corretamente pelo alinhamento dos clones
com a sequéncia repetitiva, mas nenhum clone apresentou a identidade perfeita,
sendo que apenas quatro clones apresentaram o motivo ASTSS ou QASTXS. E
importante enfatizar que, diferentemente do apresentado na literatura, o dominio
mais frequente e mais reativo, conforme os resultados soroldgicos, foi o STSSxL.
Diante do reconhecimento de novos dominios dentro da sequiéncia repetitiva, e da
alta frequéncia do dominio STSSxL, sugere-se que o epitopo desta proteina seja
mais complexo e maior do aquele publicado, e que maior avidez e afinidade de
peptideos deve-se levar em conta o novo dominio aqui definido.

No ensaio de ELISA foram testadas a reatividade dos 49 clones
selecionados contra os anticorpos anti-MSP1 e anti-MSP2 separados. Ndo houve
reatividade contra o anticorpo anti-MSP2, provavelmente devido a competicao
com o anticorpo imunodominante anti-MSP1a que também possui alta avidez pelo
dominio repetitivo da molécula. Contudo, é possivel ter ocorrido problemas na
viabilidade do anticorpo anti-MSP2, uma vez que este ndo fora testado contra
soros positivos. Ja o teste com os clones contra o anticorpo anti-MSP1, somente
os clones 6, 16, 26 e 40 apresentaram razdes dos indices ELISA menores que 1,
ou seja, nao foram significativos; enquanto que os outros 45 peptideos
apresentaram |E maior que 1,0, o que pode evidenciar a imunorreatividade
especifica a proteina MSP1a do Anaplasma marginale. Tais resultados podem ser
justificados pelo fato das proteinas MSP1a, MSP4 e MSP5 serem codificadas por
um Unico gene nao variando antigenicamente durante a multiplicacao da rickettsia
(VISSER et al, 1992; BOWIE et al, 2002; MOLAD et al, 2004). A conservagao
destas proteinas € importante para definir os epitopos comuns e especificos que
podem ser usados para o desenvolvimento de testes sorodiagndsticos e vacinas
para anaplasmose (BARBET et al, 1999; KANO et al, 2002). Ja as proteinas

MSP1b, MSP2 e MSP3 sao codificadas por familias multigénicas e podem variar
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antigenicamente durante os ciclos de rickettsemia persistentes (ALLEMAN &
BARBET, 1996; FRENCH et al, 1999; BOWIE et al., 2002) inclusive em isolados
brasileiros (KANO et al, 2002).

A originalidade deste trabalho foi realizar uma selecao especifica de
peptideos recombinantes por phage display contra o anticorpo monoclonal anti-
MSP1a de Anaplasma marginale, identificando provaveis peptideos
recombinantes miméticos com potencial uso em diagnésticos e em vacinas.

Estudos adicionais sobre a especificidade e a sensibilidade dos peptideos
obtidos neste estudo estdo sendo realizados. Desta forma, testes preliminares de
imunizacdées com os peptideos fusionados nos fagos sdo imprescindiveis para a
determinacao da produgao de resposta imune cruzada dos peptideos contra as
proteinas do Anaplasma marginale para a obtencao de peptideos candidatos a

vacinas.
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CONCLUSAO

A analise de peptideos ligantes a anticorpos monoclonais reativos a
proteinas de Anaplasma marginale selecionados a partir de bibliotecas de
peptideos recombinantes por Phage Display revelaram que:

o Nao foi possivel obter e, portanto selecionar clones contra o anticorpo anti-
MSP2, provalvelmente por problemas de viabilidade do anticorpo ou por
competicdo com o anti-MSP1a, que provavelmente apresentou maior avidez e
afinidade durante a selecgéao.

o Os peptideos obtidos contra o anticorpo monoclonal anti-MSP1a
apresentaram alinhamentos significativos com a proteina de Anaplasma
marginale e foram altamente reativos contra o anticorpo, sendo caracterizado
como dominio principal a sequiéncia STSSxL.

o Definiu-se, por meio de alinhamentos e reatividade nos ensaios ELISA,
novos residuos criticos dentro da sequiéncia repetitiva da proteina MSP-1a, que
provavavelmente compdem o epitopo reativo, com a sequiéncia caracterizada
parcialmente em negrito como: DSSSASGQQQESSVSSQSEASTSSQLGA.

o Embora estudos adicionais sejam necessarios para determinar a
efetividade dos peptideos obtidos, os resultados poderiam colaborar na definigcao
de sequéncias antigénicas que mimetizam epitopos naturais do Anaplasma

marginale.
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