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RESUMO

A expressao de peptideos na superficie de bacteriéfagos (phage display) foi descrita
inicialmente em 1985. Desde entdo, moléculas recombinantes diferentes, tais como
pequenos peptideos ou fragmentos de anticorpos sdo expressos em proteinas
externas de fagos, expandindo grandemente as aplicacdes desta técnica. Diferentes
métodos de prospeccdo permitem o isolamento e caracterizagdo in vitro ou in vivo
de peptideos ligantes a uma vasta gama de alvos bioldgicos. Este trabalho teve
como objetivo uma revisdo dos principios da técnica de phage display e seu
potencial como ferramenta importante para a caracterizacdo de biomoléculas e suas
aplicacoes no diagndstico e na terapéutica de doencas de interesse veterinario.
PALAVRAS-CHAVE: Bibliotecas de peptideos, diagnostico, doengas veterinarias,
terapéutica.

PHAGE DISPLAY AND THEIR APPLICATION IN VETERINARY M EDICINE

ABSTRACT

The phage display technology was first described in 1985. Since that time, different
recombinant molecules, such as small peptides or antibody fragments are displayed
on the surface of filamentous phage proteins, expanding greatly the applications of
this technique. Different prospection methods allow the isolation and
characterization, whether in vitro and in vivo, of peptides that are reactive to a wide
range of biological targets. This paper aims to review the principles of the phage
display technique and its potential as an important tool for the characterization of
biomolecules and their applications in the diagnosis and therapy of veterinary
diseases.
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INTRODUCAO
O phage display € uma técnica poderosa para a identificacdo e selecao
de peptideos, proteinas ou anticorpos com elevada afinidade e especificidade para
um alvo especifico (SMITH, 1985). A tecnologia influenciou trabalhos e descobertas
feitas nos campos da biologia celular, imunologia, farmacologia e descoberta de
drogas, além de permitir o estudo das interagbes moleculares de uma Unica
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molécula ou célula, sem necessidade de qualquer conhecimento prévio sobre a
natureza da mesma (HUANG et al., 2012). Essa técnica representa uma poderosa
ferramenta para obtencdo de moléculas com grande potencial de aplicacéao
biotecnoldgica (DIAS-NETO et al., 2009).

GEORGE SMITH (1985) utilizou bacteriofagos (virus de bactéria)
geneticamente modificados para expressar sequéncias de peptideos na sua
superficie, permite ao pesquisador varrer células, tecidos ou 6rgdos em busca de
pares receptores-ligantes (BENHAR, 2001). Os ligantes sdo o0s peptideos
identificados que se ligam a receptores presentes no alvo em estudo. Como a
informacdo codificadora da sequéncia do peptideo estd contida no genoma do
bacteriéfago, uma unica particula viral ligada a superficie de uma célula ou tecido
pode ser recuperada por infeccdo bacteriana, e o peptideo responsavel identificado
(PANDE et al.,, 2010). Esta revisdo descreve a tecnologia de phage display e
apresenta os ultimos avancgos desenvolvidos em medicina veterinéria a partir da
utilizacao da técnica.

A TECNOLOGIA DE PHAGE DISPLAY

Inicialmente, genes que codificam milhdes de proteinas séo inseridos no
genoma de bacteriofagos gerando uma biblioteca de fagos. Apds a insercdo os
fagos expressam essas proteinas na superficie viral, fusionadas a uma proteina do
capsideo. Uma maior variedade de peptideos na biblioteca gera uma maior
probabilidade de selecdo de fagos expondo proteinas que interajam com o alvo-
ligante (POSNER et al., 1994).

Em um processo de selecdo por afinidade denominado biopanning, a
biblioteca é entdo apresentada as moléculas-alvo, que geralmente se encontram
imobilizadas em um suporte soélido (placa de imunoensaio, membrana, beads,
microesfera, etc.) (Figura A). Interacdes fracas entre os fagos expressando proteinas
e o0 alvo sdo desfeitas por lavagens sucessivas, enquanto aqueles fagos que
expdem moléculas com elevada afinidade pelo alvo sdo recuperados por eluicdo.
Estes representam o resultado da bioprospeccédo. (PANDE et al., 2010). A eluicao é
feita com a utilizagdo de tampdes acidos ou de elevada forca ibnica, que
desestabilizam de modo inespecifico interacdes entre proteinas (Figura A) (VODNIK
et al., 2011).

A préxima etapa € amplificar os fagos eluidos em cultivo bacteriano e
submete-los a novos ciclos de sele¢éo (ligacao, eluicdo e amplificagao) (Figura A). O
processo é monitorado através da titulacdo dos fagos adicionados (entrada) e
recuperados (saida) em cada ciclo, além da realizagdo de imunoensaios. De trés a
cinco ciclos séo suficientes para obtencdo de um quantitativo de saida com fagos
expondo moléculas com elevada afinidade pelo alvo-ligante. Peptideos de clones
isolados desse quantitativo de saida e podem ser sequenciados e analisados quanto
a sensibilidade e especificidade, e eventualmente obtidos na forma néo fusionada a
um fago (soltuvel), sendo destinados a diversas aplicacdes, tanto em diagndstico
quanto em terapéutica (VODINIK et al., 2011).
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FIGURA A - Representagdo esquemética de um processo de selecdo por phage display.
Uma biblioteca de peptideos é exposta ao alvo imobilizado na placa de
microtitulacdo (EXPOSICAO). Fagos contendo peptideos ligantes s&o
selecionados e fagos com baixa afinidade ao alvo s&@o descartados
(LIGACAO). Fagos ligantes com alta afinidade ao alvo sdo eluidos da placa
(ELUICAO). Os clones reativos s@o amplificados (AMPLIFICACAO) em

Escherichia coli e o processo repetido por varios ciclos. Fonte: Adaptado de
NEB, (2011).

VETORES (FAGOS FILAMENTOSOS)

Os bacteriéfagos (fagos) sdo virus da familia Inoviridae, género Inovirus, que
infectam bactérias (ICTV, 2014). Os fagos utilizados no phage display sao
filamentosos e infectam enterobactérias como Escherichia coli. A utilizagdo de fagos
filamentosos como vetores de clonagem tem como vantagens a estabilidade em
ampla faixa de pH, de temperatura e ainda podem se acumular em elevada
concentragdo nas ceélulas bacterianas infectadas sem causar lise as células
(HEMMINGA et al., 2010; PANDE et al., 2010).

O fago filamentoso mais utilizado é o M13 (Figura B). Ele tem uma estrutura
em forma de haste flexivel com um genoma circular de DNA-fita simples de cerca de
6400 bases, envolta em um capsideo composto pelas proteinas plll, pVI, pVIl, pVIl
e pIX. Embora estas cinco proteinas possam ser utilizadas para apresentacdo de
moléculas, pVIll e plll sdo as mais empregadas para este fim (BAZAN et al., 2012).
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FIGURA B - Representacdo esquemética do bacteriofago M13. Desenho
mostrando as proteinas constituintes da capa proteica do virus: plll,
pVI, pVIIl, pIX e pVIl. FONTE: adaptado de KONTHUR & WALTER,
(2002).
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A proteina de revestimento plll tem cerca de 406 aminoéacidos e esta
envolvido na interacdo fago-célula durante a infeccdo. Ela esta presente de trés a
cinco copias por fago e suporta a insercdo de proteinas tdo grandes quanto um
fragmento de anticorpo scFv (250 aminoéacidos, 27kDa) (RUSSEL et al., 2004). Ja a
proteina de revestimento pVIlIl compde o corpo do fago e possui apenas 50
aminoacidos. Apesar de presente em milhares de copias por virion, a pVIII permite a
apresentacdo de grandes quantidades da molécula de interesse, porém, essas
moléculas devem ter sequéncias menores que oito aminoacidos ja que se forem
maiores podem desestabilizar a particula viral. (SMITH, 1985; RUSSEL et al., 2004).

O fago M13 possui uma rapida propagacao e nao necessita de selecao por
antibiotico ou superinfeccdo por fago auxiliar (helper). Além disto, o gene lacZ,
presente neste vetor, facilita a selecdo entre colbnias bacterianas infectadas com
fagos de bibliotecas (colonias azuis) e colbnias n&o infectadas ou infectadas com
fagos selvagens (colonias brancas), pois 0 gene lacZ faz com que as bactérias
infectadas expressem a enzima [(-galactosidase que ocasiona a hidrélise do
substrato X-Gal presente no meio de cultivo. O fago M13 permite facilmente a
construcdo e propagacao de bibliotecas de phage display — fagos expressando
biomoléculas. Para pequenos insertos, a biblioteca pode ser amplificada
repetidamente com pouca perda de sequéncias e diversidade (NEB, 2011).

BIBLIOTECAS DE PEPTIDEOS

O phage display é uma técnica versatil, ela permite a expressao de peptideos
fusionados a qualquer proteina do fago M13, preferencialmente nas plll e pVII,
porém, os peptideos devem ter no maximo 30 aminoacidos. A plll apresenta massa
molecular aproximada de 42 KDa e trés dominios separados por residuos de glicina.
Esta proteina € sintetizada sob a forma de um precursor contendo peptideo sinal
que é clivado durante a passagem através da membrana. Sua porcado N-terminal
participa na infectividade viral e sua porcdo C-terminal atua na morfogénese das
particulas virais (CRISSMAN & SMITH, 1984). As bibliotecas de peptideos
recombinantes fusionados na plll sdo mais indicadas para descoberta de ligantes
com alta afinidade, quando comparadas com as bibliotecas de peptideos
recombinantes fusionados na pVIlI (BRIGIDO & MARANHAO, 2002).

As bibliotecas de peptideos randdémicos séo as mais utilizadas. Os peptideos
podem ser expressos em forma linear ou conformacional, e sdo capazes de
mimetizar estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos. Porém,
sabe-se que as imunoglobulinas interagem preferencialmente com epitopos nao
lineares, dessa forma a introducédo de cisteinas nas extremidades da sequéncia
randémica impde ao peptideo uma conformacao circular pela formagdo de uma
ponte dissulfeto (SMITH & PETRENKO, 1997).

Os aminoacidos que constituem os peptideos randdmicos sédo codificados
pelos cdédons degenerados NNK e NNS (N: A, C, Tou G; K: Gou T; S: G ou C), que
representam 32 cdédons e todos os 20 amino&cidos naturais: ha trés codons para
arginina, leucina, e serina, dois para valina, prolina, treonina, alanina e glicina, e um
para os demais aminodcidos. Apds a selecéo, os peptideos podem ser sintetizados
guimicamente ou clonados e expressos em um sistema adequado (SMITH &
PETRENKO, 1997).

As bibliotecas de peptideos comerciais constituem-se de mondémeros (-mer)
compostos por sete ou 12 residuos de aminoacidos, que apresentam uma
complexidade de dois bilhdes de clones independentes. As bibliotecas de sete
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aminoacidos lineares (7-mer) e sete aminoacidos flanqueados por cisteinas (C7C-
mer) apresentam aproximadamente 1,28x10° possiveis sequéncias enquanto que as
bibliotecas compostas por 12 residuos lineares (12-mer) apresentam
aproximadamente 4,1x10* sequéncias (NEB, 2011).

Além das bibliotecas de peptideos, existem atualmente varios tipos de bibliotecas

utilizadas com diferentes finalidades. As bibliotecas de anticorpos possibilitam
estudar e mapear as respostas imunoldgicas e producao de anticorpos terapéuticos.
Ha ainda bibliotecas de receptores de células T (TCR) (CAMACHO et al., 2013), de
peptideos-MHC (LASET et al., 2015) e cDNA (UENO et al., 2012).

APLICACOES

O phage display permite a prospeccao de epitopos por meio da sua interacédo
com anticorpos especificos. Os anticorpos podem reconhecer motivos peptidicos
com apenas trés ou quatro residuos conservados. Portanto, é possivel definir a
regido de uma proteina que é reconhecida por um anticorpo com base no motivo
identificado pelo phage display (ARAP, 2005). Além disso, outras biomoléculas
podem ser selecionadas pela técnica e com diversas finalidades, dentre elas a
identificacdo de motivos de ligacdo de receptores bioquimicos, mapeamento de
superficies celulares e teciduais, aplicacbes em gendmica e protedmica, obtencéo
de medicamentos, vacinas e inibidores enzimaticos (SIDHU & KOIDE, 2007; WANG
& YU, 2009; LI & CHO, 2010).

Os peptideos selecionados por meio da técnica de phage display a partir de
epitopos naturais possuem pelo menos dois usos. Primeiramente, como mimetopos,
ou seja, peptideos que ndo se assemelham ao ligante natural, porém mimetizam o
epitopo natural. As similaridades fisico-quimicas, de organizacdo conformacional
tridimensional ou de sequéncia linear possibilitam esse mimetismo (SMITH &
PETRENKO, 1997). Os mimetopos possuem as mesmas propriedades
imunogénicas do determinante que deu origem a especificidade do anticorpo em
questdo e podem, portanto, ser destinados a aplicagfes de diagnostico (CASEY et
al., 2009) e terapéutica (LIU et al.,, 2005). A segunda utilizacdo de peptideos
identificados a partir de epitopos naturais seria como componente de vacinas
sintéticas. Nesse caso, somente aqueles peptideos antigénicos seriam uteis no
desenvolvimento de preparados vacinais, uma vez que, 0s anticorpos produzidos
contra estes mimetopos devem reconhecer o epitopo natural do patdégeno real
(SMITH & PETRENKO, 1997).

Bactérias gram-positivas do género Staphylococcus spp. resistentes ao
antibiético meticilina isoladas de animais domeésticos tém sido documentados desde
a década de 70 (DEVRIESE et al., 1972). E dentro do género, a espécie S. aureus
apresenta maior relevancia, haja vista que muitas infec¢cdes sado causadas por S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA). Cepas MRSA costumam apresentar
multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos) e
concomitantemente muitas 0 sdo para a vancomicina, considerada como ultimo
recurso na terapia antimicrobiana contra MRSA’s (WEIGEL et al., 2003). Véarios
trabalhos identificaram pequenos peptideos ligantes ao S.aureus, as suas proteinas
de membrana ou toxinas, porém pouca pesquisa sobre MRSA ou outras estirpes
bacterianas resistentes para identificacdo de peptideos com a utilizacdo do phage
display foram realizados (BARBU et al., 2010; YANG et al., 2011). Estudos futuros,
com a utilizagdo do phage display, podem e devem estender-se as bactérias gram-
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positivas de interesse veterinario, pertencentes aos géneros Staphylococcus,
Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus e Clostridium.

Dentre as infeccdes de origem alimentar, as listerioses, relacionados a
alimentos industrializados, apresentam elevada taxa de mortalidade para o homem
(20 a 30%) (FAl et al., 2011). E para evitar infec¢des por Listeria monocytogenes, é
importante que se faca a detec¢cdo dos niveis desse patégeno em amostras de
alimentos. PAOLI e colaboradores (2004), identificaram por meio de phage display
um anticorpo scFv que se liga a L. monocytogenes. Trés anos mais tarde, NANDURI
e colaboradores (2007) desenvolveram um biossensor 6tico (surface plasmon
ressonance - SPR) imobilizando na superficie do sensor o fago-scFV, especifico
para detectar a L. monocytogenes. Na inddstria alimenticia, os biossensores tém a
funcdo de determinar o grau de contaminagédo dos alimentos (MELLO & KUBOTA
2002). Peptideos podem ser prospectados para outras doencas de veiculacéo
alimentar para compor biossensores Oticos, permitindo a deteccdo imediata e
eficiente de micro-organismos patogénicos em amostras ambientais e alimentares.

O mecanismo de ligagdo e invasdo as células hospedeiras por L.
monocytogenes ndo € claro, o que limita o desenvolvimento de estratégias
preventivas e terapéuticas apropriadas. Dessa forma, utilizando uma biblioteca de
peptideos de 12 residuos de aminoacidos apresentados em fagos, GASANOV e
colaboradores (2006) demonstraram que a invasdo por L. monocytogenes nas
células hospedeiras ocorre pela ligacdo ao receptor da somatomedina ou fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF2R). No ano seguinte, peptideos adicionais,
de nove (9-mer) e doze (12-mer) residuos de aminoacidos, que se ligam a L.
monocytogenes foram identificados por prospeccdo a partir de uma biblioteca de
phage display por CARNAZZA e colaboradores (2007).

Bactérias gram-negativas possuem uma membrana celular composta por
lipopolissacarideo (LPS). O LPS é um dos principais alvos para o desenvolvimento
de novos agentes antimicrobianos. Varios anticorpos (MERTENS et al.,, 2001) e
peptideos (MATSUMOTO et al.,, 2010) contra o LPS j& foram selecionados e
identificados por phage display para diferentes bactérias gram-negativas. Além
disso, THOMAS e colaboradores (2003) utilizaram o fosfolipidio A purificado, um dos
componentes do LPS da membrana bacteriana, como um alvo para a prospeccao de
anticorpos ou peptideos expressos em fagos.

Peptideos (KNURR et al., 2003; TURNBOUGH, 2003) e anticorpos (ZHOU et
al.,, 2002) com alta afinidade por esporos de Bacillus spp também ja foram
identificados com phage display. Os esporos sdo uma forma de resisténcia
ambiental que viabiliza o desenvolvimento do micro-organismo em condi¢des
ambientais favoraveis. Para o B. anthracis, micro-organismo com potencial para ser
utilizado como arma biologica, BRIGATI e colaboradores (2004) e WILLIAMS e
colaboradores (2003) selecionaram varios peptideos ligantes especificos a seus
esporos e WAN e colaboradores (2007) desenvolveram um biossensor acustico para
deteccdo desses esporos utilizando os peptideos prospectados. Eles imobilizaram
os fagos expondo os peptideos ligantes aos esporos na superficie do biossensor.
Quando os esporos se ligam ha um aumento de massa que é verificado pela
frequéncia de ressonancia dos biossensores. Com esta mesma finalidade, os
biossensores compostos por peptideos ou anticorpos especificos para esporos de
diferentes micro-organismos patogénicos podem ser desenvolvidos e aprimorados
para utilizacdo na area industrial (indlstrias agroalimentares, industrias
farmacoldgicas, producdo de material estéril descartavel).
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A Leptospirose é uma doenca infecciosa, aguda, endémica, que acomete o
homem e os animais, causada por bactérias pertencentes ao género Leptospira.
Transmitida através do contato do homem com a bactéria presente na urina de
animais domésticos e silvestres de modo direto ou indireto, com a penetracdo do
microrganismo em pele com lesdes ou, pele integra quando imersa em agua
contaminada por longo tempo ou mucosas (ZAHORCAK & CHRISTO, 2014).
SOUZA e colaboradores (2014) selecionaram peptideos ligantes a anticorpos anti-
Leptospira interrogans sorovar Hardjo com o phage display. Utilizaram uma
biblioteca randémica de peptideos de 12 residuos de aminoacidos contra anticorpos
comerciais e apés uma analise in silico identificaram mimetopos que interagem com
anticorpo monoclonal de L. interrogans sorovar Hardjo, de forma que os peptideos
selecionados podem futuramente serem testados em vacinas ou em ensaios de
diagndstico para leptospirose.

Dentro da virologia, ha varios trabalhos com mapeamento de epitopos virais a
procura de anticorpos especificos. SCHOFIELD e colaboradores (2000) isolaram
dois anticorpos monoclonais (mAbs) neutralizantes contra o virus da hepatite E
(HEV) através do phage display a partir de uma biblioteca de fragmentos génicos
codificantes de anticorpos gamal/kappa de chimpanzés. A hepatite E € a Unica
hepatite viral zoonoética, sendo 0s suinos considerados reservatorios dos virus
(MENG, 2010; SANTOS et al., 2013). YIN e colaboradores (2014) rastrearam
peptideos com elevada estabilidade e afinidade para o virus da Peste Suina
Classica (CSFV). Eles conseguiram obter quatro clones de fagos carreando
peptideos especificos para a proteina E2 do CSFV com potencial antiviral. De
maneira similar, LIU e colaboradores (2012) também identificaram peptideos com
atividade antiviral contra o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria de suinos
(PRRSV), e um deles — o P9, além da atividade antiviral e baixa citotoxicidade
demonstrada consegue ligar-se a membrana celular entrando na célula. Os
resultados sugeriram que o peptideo P9 tem potencial para ser utilizado na
terapéutica contra a infec¢ao pelo PRRSV.

Os virus da Influenza A, sdo conhecidos por sua capacidade de realizar
mutacdes conhecidas como drift e shift antigénico, e o desenvolvimento de novos
métodos sdo necessarios para diagnosticar fenotipos emergentes. Em 2011, WU e
colaboradores identificaram trés peptideos, utilizando uma biblioteca de phage
display 12-mer, que se ligavam ao virus H5N1, os peptideos também diferenciavam
o virus H5N1 de outros virus aviarios em ensaio imunoenzimético. Da mesma forma,
RAJIK e colaboradores (2009a) e RAJIK e colaboradores (2009b) conseguiram
identificar um novo peptideo com propriedades antivirais contra o virus da gripe
HION2 a partir da utilizacdo de uma biblioteca de peptideos apresentadas em fagos.
O estudo demonstrou que o peptideo inibe a replicagdo do virus, ao impedir a
ligacdo a célula hospedeira. Este novo peptideo pode ter o potencial para ser
utiizado como um agente terapéutico no tratamento e controle de infecgbes
causadas pelo virus da influenza aviaria (HON2).

O estudo de KIRSCH e colaboradores (2008) selecionou anticorpos contra o
virus encefalite equina venezuelana (VEEV) a partir de uma biblioteca de fragmentos
scFV de anticorpos presentes no soro de pessoas que foram imunizadas com o
virus completo da VEEV. O estudo pode e deve estender-se as outras encefalites de
importancia em medicina veterinaria, tais como as causadas pelos virus do género
Alphavirus (encefalite equina do leste, oeste e venezuelana) e género Flavivirus
(Encefalite Japonesa, febre do Nilo Ocidental e Louping ill). GAZARIAN e
colaboradores (2011) mapearam dois epitopos, um deles inédito, da glicoproteina de
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envelope 135 (gpl35) do virus da artrite encefalite caprina (CAEV). Eles utilizaram
uma biblioteca comercial de peptideos, compostos por sete residuos de
aminoacidos, expressos em fagos contra IgG’s de uma cabra infectada pelo CAEV.

ZHAO e colaboradores (2008) identificaram anticorpos neutralizantes contra
uma glicoproteina (G5) do virus da raiva. Esses anticorpos possuem potencial para
serem incluidos em uma combinacdo de anticorpos utilizados na profilaxia pos-
exposicao (PEP) da raiva. LEHMANN e colaboradores (2004) utilizaram mAbs contra
o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) para pesquisar dentro de uma biblioteca de
peptideos apresentados em fagos mimetopos da glicoproteina E do BoHV-1. O
trabalho caracterizou os epitopos da gE que sao reconhecidos pelos mAbs. De
maneira similar, porém utilizando anticorpos policlonais contra o BoHV-1, ALMEIDA
e colaboradores (2015) identificaram um novo epitopo descontinuo na glicoproteina
B de envelope (Env B) do BoHV-1 apds selecionarem por phage display um
dodecapeptideo que possui potencial para ser utilizado como reagente para o
diagnoéstico viroldégico por imunoensaio, o peptideo selecionado € capaz de
discriminar amostras de soro positivas de negativas.

A aplicacéo do phage display para pesquisa de anticorpos e mimetopos do
BoHV-1 é interessante, haja vista que os herpesvirus possuem a capacidade de se
manter latentes em neurbnios sensoriais apos a infeccdo aguda, permitindo que
ocorra, de forma silenciosa, a persisténcia do agente no rebanho (KIT et al., 1985).
Além de que as vacinas atualmente existentes ou causam laténcia ou nao evitam
gue ocorra a infeccdo a campo ou ainda n&o permitem a diferenciagcdo entre animais
vacinados e infectados, exceto as vacinas com o principio DIVA (diferenciacéo entre
animais infectados e vacinados).

SANTOS e colaboradores (2012) utilizaram uma biblioteca de phage display
para isolar peptideos com potencial para diagnosticar a anemia infecciosa equina
(AIE), uma doenca equina cosmopolita causada por um retrovirus. Dentro deste
estudo, identificaram um peptideo mimetopo de um epitopo da glicoproteina 45 do
envelope viral, que pode ser utilizado como antigeno em imunoensaios para 0
diagnéstico da AIE. SANTOS e colaboradores (2012) identificaram também
peptideos miméticos antigénicos de epitopos imunodominantes do virus da leucose
enzoodtica bovina (BLV). Eles utilizaram as sequéncias dos peptideos selecionados
por phage display para sintese quimica, obtendo um peptideo mimético sintético que
pode ser utilizado para o diagnostico soroldgico da BLV.

Além de virus, a técnica de phage display também ja foi utilizada para mapear
epitopos em carrapatos. O trabalho de PRUDENCIO e colaboradores (2009)
identificaram epitopos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus como potencias
imundégenos com a possibilidade de desenvolvimento de vacinas, eles associaram o
phage display com uma andlise de bioinformatica. Em 2015, BECKER e
colaboradores utilizaram a técnica para identificar proteinas imunogénicas na
glandula salivar de carrapatos Ixodes scapularis que seriam reconhecidas por
anticorpos presentes no soro humano. Obtiveram oito oligopeptideos imunogénicos
dentre o0s quais selecionaram e clonaram trés para produzirem proteinas
recombinantes com potencial para desenvolvimento de vacinas.

O phage display também ja foi utilizado em alguns trabalhos com protozoarios
de interesse em medicina veterinaria. CUNHA-JUNIOR e colaboradores (2010)
identificaram um epitopo linear de Toxoplasma gondii que € reconhecido por um
mAb especifico para SAG2A. A SAG2A € uma proteina imunodominante que
aparentemente modula a viruléncia de infeccdo por T. gondii induzindo a resposta
imune do hospedeiro contra os taquizoitos durante a fase aguda. DA SILVA e
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colaboradores (2002) usaram esporozoitos de Eimeria acervulina como alvo de
ligacdo para peptideos expostos em fagos de uma biblioteca comercial. Um dos
peptideos obtidos, o PW2 apresentou alta especificidade e atividade contra E.
acervulina e E. tenella. O PW2 consegue romper a pelicula dos esporozoitos sem
causar efeitos prejudiciais para as ceélulas do hospedeiro, o que indica que o
peptideo pode ser utilizado no desenvolvimento de novos medicamentos para o
controle das coccidioses aviarias.

Uma das utilizacdes mais recentes da tecnologia de phage display, voltada
para a medicina veterinaria, foi no desenvolvimento de uma vacina contra
leishmaniose visceral canina. TOLEDO-MACHADO e colaboradores (2015)
selecionaram peptideos imunodominantes a partir da afinidade dos peptideos
expressos em fagos pelas imunoglobulinas presentes no soro de animais infectados
naturalmente por Leishmania infantum. Depois da biossele¢éo, os peptideos foram
acoplados em uma membrana (spot-synthesis) e submetidos a avaliagdes por ELISA
para validar a reatividade com soro de animais infectados. O peptideo 5 (pepb),
selecionado nos imunoensaios, foi utilizado em uma formulagdo vacinal composta
por hidréxido de aluminio e lipossomas e procedeu-se a imunizacdo de
camundongos da linhagem BALB/c. Ap6s o desafio constatou-se que o pepb
provocou uma protec¢do significativa associada com a inducao de linfécitos T helper,
tanto Thl quanto Th2, pelo sistema imune dos camundongos. O trabalho concluiu
que o pep5 € um promissor candidato a uma formulacdo vacinal a partir de
peptideos selecionados por phage display, o proximo passo deve ser o teste em
cées para confirmar a eficacia do peptideo como um bom imundgeno.

Outros agentes patogénicos tiveram proteinas imunogénicas identificadas por
phage display, dentre estes patdégenos tém-se espécies de Mycoplasma (KUGLER
et al., 2008; BEGHETTO et al., 2009) o virus Blue Tong (BTV) (FEHRSEN & DU
PLESSIS, 1999), Mycobacterium avium (NAGATA et al.,, 2013) e M. tuberculosis
(LIU et al., 2011) Salmonella Typhimurium (MEYER et al., 2012), além de
organismos eucarioticos superiores como Taenia solium (GONZALEZ et al., 2010).

O phage display pode ser utilizado in vivo para identificar biomoléculas
expressas em fagos capazes de se ligarem a um tecido ou 6rgdo especifico. A
biblioteca de fagos é administrada por via endovenosa a um animal, os fagos
circulam na corrente sanguinea por um tempo e se ligam a aqueles 6rgaos ou
tecidos pelo qual possuem maior afinidade. Ha um processo de recuperacdo dos
fagos a partir de um oOrgdo/tecido de escolha, seguido de amplificacdo e
sequenciamento. Os fagos especificos, com alta afinidade pelo orgao/tecido de
escolha podem ser utilizados como ferramentas de diagndstico ou como tratamento
de doencas via conjugacdo a um farmaco ou pelo acoplamento de nanoparticulas
contendo o farmaco (HAMZEH-MIVEHROUD et al., 2013).

Para além da utilizagcdo do phage display no mapeamento de epitopos ou
identificacdo de peptideos miméticos, os bacteriéfagos ja foram utilizados como
terapia antimicrobiana em casos de mastite bovina, uma doenca inflamatéria da
glandula mamaria de bovinos (GILL et al., 2006). A terapia por fagos se mostra
como um modelo organico sustentavel de controle da mastite, com pouco ou
nenhum efeito prejudicial sobre o meio ambiente ou o proprio animal afetado. A
fagoterapia também ja foi utilizada no controle microbiolégico de alimentos
(ATTERBURY et al., 2007; GUENTHER et al., 2009).
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CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo englobou conceitos basicos da estrutura e utilizacdo do phage
display enfocando a utilizagdo de bibliotecas de peptideos expressos em fagos. E
importante lembrar que os fagos podem ser utilizados para expressar fragmentos de
anticorpos e outras pequenas moléculas acopladas as suas proteinas externas para
diversas finalidades.

Independente do mecanismo utilizado pelo agente patogénico para provocar
uma infeccdo, os componentes de sua superficie externa sdo determinantes
principais para a progressao da doenca e/ou reconhecimento pelo sistema imune do
hospedeiro. A elucidacdo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento das
doencas infecciosas centra-se na descoberta de moléculas, tanto do patégeno
quanto do hospedeiro. O phage display expande a area de estudo dessa relacéo
parasita-hospedeiro. Ele permite explorar os mecanismos da doenca, melhorar os
métodos de diagndstico e terapéutico ja existente, além de conceber candidatos
potenciais a vacinas. As aplicacdes da técnica estdo sendo ativamente exploradas a
fim de descobrir novos mimetopos potenciais para as aplica¢cdes na saude animal,
além de estudar as interacOes proteina-proteina, identificar e estudar epitopos
naturais, mapear toxinas, sitios de ligagcdo ao receptor ou mesmo identificacdo de
possiveis candidatos a farmacos.

Por ser uma técnica robusta, versatil e precisa, o phage display tornou-se o
objeto de interesse de muitos pesquisadores. Os antigenos expressos em fagos
podem ser produzidos em larga escala e a um custo relativamente baixo, pois os
fagos carreadores de peptideos sdo amplificados em bactérias tornando a sua
utilizagéo bastante atrativa.
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