Profednas VIT & I

PFroteina VI

Prodovng VI

£ ] L Proteina [T
Figura 1 - Organizacio estrutural
de uma particula viral do
bacteriofago M13 (Kischenko et
al., 1994, com modificacdes). O
virion tem cerca de 9.300 A de com-
primento e 65 A de didmetro. A ex-
tremidade do virus, que € montada
primeiro (distal), € recoberta por
cinco copias de p7 (33 residuos de
aminoacidos) e cinco moléculas de
p9 (32 residuos de aminodcidos). A
extremidade proximal, que € monta-
da por Gltimo, possui cinco copias de
p6 (113 residuos de aminodcidos) e
cinco de p3 (406 residuos de
aminoacidos). Entre as duas extremi-
dades o DNA circular e de fita sim-
ples (ssDNA) é recoberto por milha-
res de copias de p8 (50 residuos de
aminodcidos)
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urante os Ultimos anos, uma

nova perspectiva da Biologia

Molecular tem atraido diver-
sos grupos de pesquisadores: o desen-
volvimento de novas biomoléculas com
o objetivo de se obter firmacos, vaci-
nas e outras drogas de interesse biotec-
nolégico. A grande maioria dos proces-
sos biologicos envolve contatos entre
superficies macromoleculares (enzima-
substrato, receptores-efetores, protei-
nas - acidos nucléicos, etc.) que sio
resultantes das forcas fisico-quimicas
caracteristicas dessas superficies con-
tactantes. Dessa forma, pode-se afir-
mar que a evolucao molecular se ma-
nifesta pela busca do aprimoramento
de tais interacdes, seja no intuito de
favorecé-las ou nao, mas procurando
sempre a manutencao do equilibrio do
sistema vivo. Na natureza, esse feno-
meno ocorre como um processo de
tentativas e erros, onde subpopula-
¢oes de variantes da populacio pri-
mordial s3o selecionadas, positiva ou
negativamente. Assim, a evolu¢ao mo-
lecular natural é um processo que
demanda longos periodos de tempo,
uma vez que a sele¢ao € exercida sob
um pequeno nimero de variantes (Ke-
nan et al., 1994).

Atualmente € possivel aplicar, em
laboratério, métodos que visem a diri-
gir artificialmente a evolu¢ao molecu-
lar em funcio de objetivos prédeter-
minados. Em oposicao aos mecanis-
mos naturais, as metodologias realiza-
das in vitro abreviam o tempo reque-
rido, selecionando populacdes mole-
culares compostas pelo maior nimero
possivel de variantes. Uma das meto-
dologias mais empregadas atualmente
é a construcao de bibliotecas confor-
macionais, que sio definidas como
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uma populacdo de ligantes em poten-
cial, composta por (bio)moléculas de
formas variantes. Cada membro da
biblioteca apresenta uma forma distin-
ta, que determinara a capacidade de
interacao deste com uma molécula-
alvo. Quanto maior for o nimero de
formas representadas na biblioteca,
mais facilmente serd encontrado um
ligante afim (Posner et al., 1994).

Varios tipos de bibliotecas confor-
macionais foram descritos, com a utili-
zacao de diversas estratégias; entre
essas, destacam-se aquelas sintetiza-
das quimicamente, como as de oligo-
nucleotideos e de peptideos fixos ou
em solucido (revisadas por Kenan et
al., 1994), e as produzidas em siste-
mas vivos, como as leveduras, bactéri-
as ou bacteriofagos filamentosos (revi-
sadas por Scott,1993).

Bacteriofagos Filamentosos

Os fagos filamentosos (M13, f1, fd,
entre outros) pertencem a familia Ino-
viridae de bacteridéfagos e possuem
como material genético DNA fita sim-
ples (ssDNA). A infeccio viral ocorre
via pilussexual de células bacterianas
gram negativas que apresentam o gene
desta fimbria especial codificado pelo
plasmidio F. A liberacio das particulas
virais, que sdo produzidas a cada ciclo
se realiza a partir da extrusio do DNA
através da membrana. Em nenhum
destes dois processos ocorre lise celu-
lar.

A particula viral esquematizada na
figura 1 € composta pelo genoma viral
e por cinco proteinas estruturais. No
capsidio do fago estdo presentes as
proteinas p3, po, p8, p7 e p9. No fago
selvagem, encontram-se cerca de 2.800
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Figura 2 - Esquematizacio do ciclo infectivo de bacteriéfagos
filamentosos. Os fagos filamentosos infectam células de bactérias Gram
negativas através da interacao de p3 adesinas do pillus sexual. Apos
este contato inicial, o DNA fita simples entra dentro da célula e € conver-
tido a DNA fita dupla ou RFDNA. Ao assumir essa conformacio, a sintese
de proteinas virais se da utilizando-se a maquinaria celular. As novas par-
ticulas virais sao montadas a partir da extrusao do DNA fita simples pela
membrana celular, onde estao localizadas as proteinas virais estruturais

(Webster, 2000)

copias da proteina 8 (p8), que formam
o corpo do capsidio cilindrico e flexi-
vel. Nas extremidades desse capsidio
encontram-se de trés a cinco copias
das demais proteinas estruturais. A
extremidade distal contém as protei-
nas p7 e p9, enquanto que a proximal
€ composta pelas proteinas codifica-
das pelo gene 3 (p3) e pela proteina
p6. O didmetro da particula viral é de
cerca de 65 A e o seu comprimento
depende do tamanho do genoma en-
capsulado, sendo que cada nucleoti-
deo do ssDNA confere 1,435 A de
comprimento ao ser envolvido por p8,
e as proteinas minoritarias contribuem
comcerca de 175 A. (Makowisk, 1993).

A incorporacao de proteinas exo-
genas na superficie dos fagos filamen-
tosos faz-se fusionando-se esses pep-
tideos com proteinas estruturais das
particulas virais. As duas principais pro-
teinas utilizadas para esse fim sdo a
proteina p8 e a p3.

O ciclo infectivo dos fagos filamen-
tosos (figura 2) € iniciado pela ligacao
da proteina p3 a extremidade dos pili

da célula bacteriana. Em seguida, ocor-
re a internaliza¢io do ssDNA viral (de-
nominado fita +), que atua como mol-
de para a sintese da fita complementar
(denominada -) dentro da hospedeira,
originando um DNA de fita dupla,
correspondente a forma replicativa
(RFDNA). O RFDNA ¢é capaz de dirigir
asuareplicagao, a producio de ssDNA,
bem como a sintese de mRNA viral,
utilizando-se, para tanto, da maquina-
ria enzimatica da hospedeira.

Os virions formados sio montados
pela extrusio do ssDNA através do
envelope bacteriano, sem lisar a célula
ou impedir sua divisio. Apos atraves-
sar a membrana, o DNA viral passa a
ser revestido pelas proteinas estrutu-
rais, completando assim a montagem
da particula viral, que € entdo liberada
para o sobrenadante da cultura (Smith
& Scott, 1993).

A principal proteina estrutural utili-
zada para a apresentacdo de proteinas
¢ a proteina 3. Responsavel pela ade-
sao da particula viral ao pilussexual, o
produto do gene IIT dos fagos filamen-

tosos corresponde a maior das protei-
nas estruturais, com uma massa mole-
cular de cerca de 42 kDa na sua forma
madura. Essa proteina € sintetitizada
sob a forma de um precursor contendo
peptideo sinal, que € clivado durante a
passagem através da membrana. A
proteina 3 (p3) associa-se ao capsidio
viral através de 23 residuos de amino-
acidos hidrofébicos proximos a extre-
midade C-terminal. O produto do gene
III contém ainda dois arranjos repetiti-
vos do motivo Ser-Gly-Gly-Gly ou Ser-
Glu-Gly-Gly-Gly, localizados a 70 e a
215 residuos de aminoacidos da extre-
midade N-terminal. Esses arranjos sao
responsaveis pela aparente flexibilida-
de da molécula (Makowski, 1993)

Em 1984, Crissman e Smith estabe-
leceram o papel funcional dos domini-
os amino e carboxi de p3, sendo a
porcao N-terminal requerida para a
infectividade viral, enquanto que a C-
terminal desempenha papel na morfo-
génese das particulas. Em 1985, Smith
mostrou que era possivel inserir um
gene inteiro entre os dois dominios de
p3 e que esta ainda era capaz de
manter ambas as fungdes. Mais surpre-
endente ainda era o fato de que a
seqiiéncia exégena era incorporada a
particula viral e apresentada de forma
acessivel ao reconhecimento molecu-
lar. Isso demonstrava que determinan-
tes antigénicos, presentes na proteina
exogena fusionada a p3 eram apresen-
tados na superficie da particula viral.
Esses trabalhos levaram a proposicao
de que bibliotecas conformacionais de
peptideos ou mesmo de proteinas
poderiam ser construidas por meio da
manipulacio do gene III, assim como
do gene VIII de bacteriéfagos filamen-
tosos (Smith, 1993).

Outra possibilidade de apresenta-
¢ao é utilizar-se do principal constituin-
te do capsidio de fagos filamentosos, a
proteina p8. Essa proteina tem uma
forma cilindridica e € composta por 50
residuos de aminodcidos. Também é
sintetizada como uma pré-proteina a
partir da expressao do gene VIII. Quan-
do ancorada a membrana celular pelo
peptideo sinal, expoe o seu dominio
C-terminal para o periplasma. A medi-
da que ocorre a extrusio do DNA viral,
p8 vai sendo incorporada no virion
emergente. No virus, a porcao C-ter-
minal aparece préxima ao ssDNA, en-
quanto a N-terminal, dotada de grande
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Figura 3 - Selecio de ligantes de uma biblioteca utilizando-se o
antigeno adsorvido em placa de microtitulacio. Bibliotecas de for-
mas variantes do gene de interesse sao obtidas e clonadas em fagomidios
para incorporagio do peptideo ao capsidio viral. As particulas virais de
fusao apresentando a biblioteca sao produzidas e colocadas em contato
com ao antigeno fixado a um suporte. Sucessivas lavagens sao realizadas
e os fagos remanescentes sao eluidos da placa e amplificados por meio

de infeccio de células bacterianas

flexibilidade, fica exposta ao solvente,
sendo essa ultima aquela que é mani-
pulada para apresentar peptideos ex6-
genos (Smith & Scott, 1993).
Inicialmente acreditava-se que ape-
nas bibliotecas de peptideos (de, no
maximo, 6 a 8 residuos de aminoaci-
dos) podiam ser apresentadas pela
proteina VIII. Isso € valido nos sistemas
de apresentacao onde todas as prote-
inas 8 sio de fusdo, nido existindo

misturas com proteinas selvagens. Po-
lipeptideos de maior massa molecular
podem ser apresentados ao longo do
capsidio do bacteriofago, fusionados a
p8, desde que p8 selvagem (em torno
de 80%) seja fornecida ao sistema.
Esse tipo de construcdo pode ser al-
cancado quando fagomidios sao utili-
zados (a proteina selvagem ¢é sintetiza-
daa partir do genoma do fago auxiliar),
ou quando os vetores virais apresen-
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tam duas copias do gene viii, uma
selvagem e uma de fusao (Webster,
2000).

Apresentando Peptideos na
Superficie dos Fagos

A possibilidade de expressao de
uma proteina de fusdo no capsidio de
fagos, de maneira acessivel ao reco-
nhecimento por um ligante, abriu o
caminho paraa construco de bibliote-
cas conformacionais apresentadas na
superficie dessas particulas virais. Os
virus, cujos genomas sao manipulados
de forma a apresentarem em seus
capsidios o polipeptideo exdgeno fu-
sionado com uma de suas proteinas
estruturais, sio denominados fagos de
fusao.

Nas bibliotecas construidas em fa-
gos filamentosos, a selecao de formas,
com maior ou menor afinidade, porum
ligante alvo € feita misturando-se fagos
de fusio, produzidos e liberados para o
sobrenadante de cultura de células
infectadas, com a molécula reconheci-
da pelo peptideo recombinante fixa
em um suporte. A figura 3 mostra um
esquema onde uma placa de microti-
tulaco foi recoberta com um ligante;
em seguida, incubaram-se fagos de
fusao apresentando uma biblioteca de
formas de peptideo exdgeno fusiona-
das a proteina 3. Durante os procedi-
mentos de lavagem, os fagos capazes
de reconhecer o ligante com o qual a
placa foi sensibilizada, sio retidos. Os
fagos selecionados podem ser obtidos
através de condicoes de elui¢io que
desfavorecam a ligaciao desses com a
molécula presa ao suporte, € apds a
sua amplificacdo por meio de infeccao
de células de E. coli, os fagos selecio-
nados podem ser utilizados em novos
ciclos de seleciao. A cada procedimen-
to de selecdo, formas mais afins do
peptideo exdégeno sio obtidas, ocor-
rendo o processo de maturacio da
afinidade (Lowman & Wells, 1993).

Devido as diferencas nas quantida-
des de p3 e p8 presentes nas particu-
las virais de fusio, as bibliotecas apre-
sentadas no contexto da proteina 8 sio
ditas multi ou polivalentes, uma vez
que varias copias da proteina de inte-
resse sao incorporadas ao capsidio dos
fagos, e aquelas que se utilizam de p3
sao denominadas monovalentes, em
virtude da presenca de, no maximo,
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trés copias das proteinas de fusio.
Essas diferencas nas quantidades po-
dem ser exploradas em momentos
distintos da selecao de bibliotecas:
pode-se assegurar selecao de formas
de menor afinidade, utilizando-se bibli-
otecas multivalentes e, em seguida,
submeté-las a um refinamento da afini-
dade em sistemas monovalentes (We-

1ls, 1996).
Vetores

Tanto o gene VIII quanto o gene 11T
vém sendo utilizados para a expressao
de bibliotecas conformacionais em
bacteridfagos filamentosos. Diversas
estratégias tém sido descritas para a
manipulaciao desses genes com vistas
a obtencio de sistemas eficientes para
a expressao das bibliotecas (Smith,
1993). Uma das formas encontradas
para se superar os problemas de mani-
pulacao do DNA viral foi a utilizacio de
fagomidios, que sao plasmidios que
possuem, além da origem de replica-
cao ativa em E. coli, a origem de
replicagao fagos filamentosos, que con-
tém todos os elementos para a sintese
da fita complementar e replicagio vi-
ral, bem como o sinal de empacota-
mento do DNA fita simples. Nesses
sistemas, células transformadas com o

Gene 111

Origem de replicagio de figo
Glamemiess, tpe cirvale rolande.

fagomidio sao infectadas por um fago
auxiliar (helper), que contém todos os
genes do bacteriofago filamentoso,
permitindo o resgate do fagomidio sob
a forma de particula viral. Durante a
infeccao viral, o ssDNA proveniente
dos fagomidios é revestido por prote-
inas estruturais preferencialmente ao
ssDNA originado pelo helper. Isso ocor-
re porque os fagos helperapresentam
mutacdes na seqiéncia que forma o
grampo, as quais dificultam o empaco-
tamento de seu proprio material gené-
tico (Webster, 2000).

O fagomidio construido para apre-
sentacao de bibliotecas conformacio-
nais na superficie de fagos filamento-
sos € manipulado de forma a expressar
os diversos peptideos quiméricos, fusi-
onados a um dos genes III ou VIIIL.
Quando ocorre a infec¢io com o fago
auxiliar, os capsidios sio montados
contendo misturas de p3 ou p8 selva-
gem (codificadas pelo auxiliar), e pro-
teinas quiméricas (expressas a partir
de um dos genesIIT ou VIII fusionados,
contidos no fagomidio), gerando uma
progénie de fagos de fusao. Nas célu-
las reinfectadas por esses fagos de
fusao, os fagomidios podem ser obti-
dos sob a forma de plasmidios bacteri-
anos (fita dupla - RFDNA) podendo
assim ser amplificados, purificados e

Gene codificader de uma das

praieimas viraks: pd ou ph.
R
e

novamente manipulados (Breitling et
al., 1991).

A utilizacio de fagomidios, como
vetores para a construcdo de bibliote-
cas tem sido bastante difundida (Dtbel
etal., 1993). A maior vantagem desse
sistema € a possibilidade do gene da
proteina de fusido se propagar na for-
ma de um plasmidio. Dependendo do
promotor utlilizado, esse gene pode
ser amplificado de forma regulada até
o momento da infec¢ao com o fago
auxiliar, reduzindo o nimero de mu-
tantes selecionados negativamente. Os
fagomidios transformam E. colide for-
ma mais eficiente que o RFDNA e a
particula viral formada a partir de seu
ssDNA, de menor tamanho que a origi-
nada pelos vetores do tipo fago, é mais
estiavel, dissociando-se menos facil-
mente dos ligantes imobilizados (Brei-
tling et al., 1991).

O esquema geral de um fagomidio
utilizado para a producao de bibliote-
cas na superficie de bacteriéfagos fila-
mentosos estd representado na figura
4. Dentre os elementos constituintes
mais importantes, destacam-se: as ori-
gens de replicacao de E. coli e de
fagos, o gene que confere resisténcia a
antibidtico, o promotor que dirige a
transcricio do gene de fusio e a se-
qiiéncia lider responsavel pela citolo-

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n? 26- maio/junbo 2002 47



Tabela 1 - Exemplos de Utilizacao de Bibliotecas Apresentadas em Fagos

Biblioteca
Pequenos Peptideos
Randdmicos

Finalidade / Espécie Molecular
Mapeamento de sitios enzimaticos
Mapeamento de Epitopos

(até 20 residuos de aminoacidos, Agonistas e antagonistas de biomoléculas

sendo de 6 a 8 randdmicos)

Identificacio de mimotopos

Peptideos ligantes a acidos nucléicos
Peptideos com potencial para vacinaciao
Enderecamento endotelial

Receptores celulares
Enzimas: B-lactamase

tripsina

Inibidores de Proteases
Inibidores da coagulacio sangliinea
Dominio de ligacio ao HIV do CD4 humano Abrol et al., 1994

Grandes Polipeptideos

Hormonios

Anticorpos: Fab

sckFv

Humanizacao de Anticorpos
Proteinas obtidas a partir de
bibliotecas de cDNA

Construcao de fatores transcricionais
Estabilizacéo de Proteinas

calizagao do produto de fusio.

As origens de replicacio sdo se-
quiéncias génicas que sao reconheci-
das pela maquinaria celular ou viral
para produzir copias do fagomidio. A
origem de E. colimais usada nos veto-
res ja construidos € a colE1, derivada
dos plasmidios tipo pUC, responsavel
peloalto nimero de cépias do fagomi-
dio na célula, em sua forma plasmidial
(dupla fita). A origem de fago corres-
ponde a regido intergénica encontrada
no genoma dos virus. Essa seqiiéncia é
capaz de, com o auxilio das enzimas
celulares, transformar o fagomidio de
ssDNA (forma infectante, empacotada
no capsidio viral) em forma replicativa
e vice-e-versa (Allen Jr. et al.,1993).
Assim, quando a célula contendo o
fagomidio ¢ infectada pelo fago auxi-
liar para a producao de particulas virais,
ocorre a replicacao do DNA plasmidial
pelo mecanismo de circulo rolante,
dando origem ao DNA fita simples,
que migra para a membrana celular
para ser revestido por proteinas do
capsidio.

As sequiéncias promotoras utiliza-
das para dirigir a sintese do produto de
fusio nos vetores tém sido as mais
diversas. Acredita-se que a estequio-
metria entre proteinas de fusio e pro-
teinas selvagens seja um importante
fator na estabilidade da particula viral

apresentadora de proteinas exdgenas
(Posner et al., 1994). Dessa forma, a
utilizacao de promotores muito fortes,
como os virais, deve ser evitada a
menos que esses possam ser mantidos
sob repressao até o momento da pro-
ducio da particula viral recombinante.

As sequiéncias codificadoras para o
peptideo sinal sdo responsaveis pelo
encaminhamento da proteina de fusio
paraa membrana celular. Deve-se res-
saltar que a translocagao total através
da membrana celular nao ocorre, uma
vez que o dominio C-terminal de p3
permanece inserido nesse comparti-
mento celular até que o produto de
fusao seja incorporado ao capsidio do
virion emergente (Breitling et al.
1991). Entre as seqiiéncias lideres des-
critas, a mais usada € a pel B (Hoogen-
boom et al., 1991).

Vantagens sobre outros
sistemas de selecdo.

Quando comparadas as bibliotecas
de expressao construidas em sistemas
como Agtll, os sistemas utilizando
fagos filamentosos apresentam virias
vantagens. A primeira delas é que
fagos filamentosos nao lisam as células
infectadas, o que possibilita a separa-
¢do de particulas virais do conteudo
intracelular, eliminando-se assim mui-
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to da reatividade cruzada com protei-
nas celulares. Assim, enquanto a varre-
dura de clones em sistemas tradicio-
nais (que lisam as células) requer o
ligante puro (Rapoport et al., 1995),
tal ndo € exigido quando sao utilizadas
bibliotecas apresentadas na superficie
de particulas virais. Bibliotecas cons-
truidas na superficie de fagos ja foram
capazes de ser selecionadas até pela
interacao do fago de fusao com super-
ficies de células em cultura, e mesmo
diante da complexidade de formas
presentes nesse tipo de superficie-
alvo, as particulas foram capazes de
interagir com o ligante especifico (Meu-
lemans et al. 1994; Edwards, et al.,
2000).

Outra caracteristica importante €
que essa nova metodologia utiliza os
mais rapidos protocolos de selecio ja
descritos, e possibilita a varredura de
até 108 clones por ciclo de selecio.
Esse método ¢ mais rapido porque o
sobrenadante das culturas infectadas,
contendo de 10" a 10" clones por mL,
pode ser utilizado diretamente para a
selecao. Essa utilizacao prescinde da
transferéncia para membranas, que,
além de limitar o nimero de clones
(limitacao de area) do filtro, é um
processo extremamente trabalhoso.

O alto nimero de variantes gerados
nas bibliotecas apresentadas na super-



ficie do capsidio de fagos permite a
mutacio randdmica simultinea de até 6
codons de aminoacidos, possibilitando
que as (~2x10° formas possam ser
submetidas a ciclos de selecao de uma
s6 vez (Lowman & Wells, 1993). Vale a
pena ressaltar que, ao se isolar o fago
através do fenétipo (capacidade de liga-
¢do a uma molécula-alvo) apresentado
em seu capsidio, isola-se também o
gendtipo codificador dessa caracteristi-
ca. Isso ocorre uma vez que o ssDNA do
fagomidio ou fago de fusio é empaco-
tado no capsidio da particula que apre-
senta o peptideo exdgeno.

Apesar das vantagens aqui apresen-
tadas, existem alguns relatos que apon-
tam problemas na utilizacio desses sis-
temas de expressao/selecdo. O primei-
ro problema diz respeito a instabilidade
observada em bibliotecas que apresen-
tam alguns tipos de anticorpos, e, além
disso, hd autores que consideram que o
passo de amplificacio, que envolve uma
transfec¢ao viral, possa ser um empeci-
lho (Rapoport et al., 1995). Outros
relatam também problemas de cresci-
mento celular nas culturas que expres-
sam a proteina de fusao, o que poderia
ocasionar uma relativa tendenciosidade
da biblioteca, que passaria a expressar,
preferencialmente, as formas mais tole-
radas pela bactéria (Kenan etal., 1994).
A despeito desses problemas as biblio-
tecas apresentadas em fagos (phage
display libraries), em conjunto com o
procedimento de sele¢ao (biopanning),
sao uma metodologia consagrada na
literatura. Diversos exemplos delas e
seus principais resultados estao listados
na Tabela I.

Outros fagos também ja foram utili-
zados para apresentacao de proteinas
exogenas em seus capsidios: baculovi-
rus (Lindley etal., 2000), bacteriofago A
(Zhang et al., 2000) e virus da hepatite
B (Kratz et al., 1999). Alguns ajustes
também foram propostos. Entre esses,
destaca-se a utilizacio de bibliotecas
fusionadas a por¢io infectiva da protei-
na III, acoplando-se assim a seleciao de
ligantes com capacidade infectante da
particula selecionada (Krebber et al.,
1997), a regulagiao da expressio com a
utilizacio de diferentes promotores
(Huang et al., 2000), a obtencio de
mutantes de pVIII para melhorar a ex-
pressao de grandes polipeptideos (aci-
ma de 100 kdA) de forma multivalente
(Sidhu et al., 2000) além da otimizacao

de métodos de selecao utilizando-se a
superficie de células em cultura como
alvo da selecio (Watters et al., 1997;
Edwards, et al., 2000).

Entre os trabalhos que se utilizam
dessa técnica com aplicabilidade e po-
tencial terapéutico, destaca-se o estu-
do de enderecameto de tumores. Esse
estudo vem sendo explorado por ex-
perimentos de selecao in vivo, utili-
zando-se bibliotecas de peptideos ex-
pressas na superficie de bacteriéfagos
filamentosos (Pasqualini & Ruoslahti,
1996; Johns et al., 2000). As bibliote-
cas sdo injetadas por via intravenosa na
cauda de camundongos e, apds a sua
circulacao na corrente sangiiinea, o
animal € sacrificado e os seus 6rgaos
sdo retirados. Os fagos que consegui-
ram romper a barreira endotelial sao
obtidos desses 6rgaos e caracterizados.
A partir desses estudos, varias aplica-
¢oes envolvendo quimio e radiotera-
pia especificas tém sido propostas.
Além disso, busca-se a associacdo en-
tre os peptideos expressos em fagos e
aqueles presentes na superficie de
células tumorais metastasicas visando
ao desenho de drogas capazes de
impedir a migracao e, conseqiiente-
mente, a metastase.

Outro campo importante que se
abriu nos Gltimos anos foi a possibilida-
de de se desenharem fatores transcri-
cionais totalmente i vitro a partir de
bibliotecas de zinc fingers e de sele-
¢ao comdiferentes oligonucleotideos.
Esses experimentos resultaram no iso-
lamento de dominios protéicos capa-
zes de reconhecer sequiéncias especi-
ficas de DNA. Utilizando-se essas pro-
teinas artificiais, selecionadas por Pha-
ge Display, ja foi possivel ligar e desli-
gar genes in vivo de plantas (Beerli et
al., 2000).

Resumidamente, pode-se dizer que
as bibliotecas conformacionais - apre-
sentadas no capsidio de fagos filamen-
tosos - tém emergido como poderoso
instrumento em diversas dreas de pes-
quisa, desde as mais basicas, como o
estudo de estruturas biomoléculas, até
a obtencio e o desenho de novos
farmacos e vacinas contra diferentes
doencas (Medynski, 1994).

Bibliotecas combinatorias
de anticorpos

Uma das moléculas mais utilizadas

para a construcio de bibliotecas em
fagos filamentosos sio as imunoglobu-
linas. Os anticorpos sio proteinas en-
volvidas na resposta imune a agentes
infecciosos e sao investigados sistema-
ticamente por seu envolvimento na
homeostase do organismo vertebrado
e por seu potencial biotecnolégico. A
utilizacao de anticorpos na medicina
terapéutica e na propedéutica vem
crescendo nos ultimos anos e certa-
mente terdo um grande impacto na
medicina deste novo século.

Os anticorpos sao obtidos in vivo
por um processo de selecio natural
induzida pela presenca do imunégeno
acompanhado por linfécitos, gerando
anticorpos de alta afinidade aum dado
antigeno. E exatamente esse mecanis-
mo de selecio in vitro que chamou a
atencao dos pesquisadores no sentido
de adaptar anticorpos as bibliotecas
combinatorias em fago. Assim como os
anticorpos, que sao selecionados in
vivo por um imunogeno externo, os
fagos sao selecionados in vitro por um
ligante. Essa analogia entre os dois
processos foi inicialmente comentada
por Winter e seus colegas, em 1992
(Hoogenboom & Winter, 1992) e,
desde 14, a obtenciao de anticorpos
recombinantes nos sistemas apresen-
tados em fagos tem sido cada fez mais
freqtiente. Neste sentido admite-se que
os anticorpos recombinantes obtidos
por apresenta¢io em fago seriam re-
presentativos da resposta imune. Esse
conceito é, no entanto, falho, pois nao
considera que o processo de selecio
em fago seja influenciado por outros
pardmetros muito distintos daqueles
encontrados no organismo. Por outro
lado, com um sentido pragmatico, a
obtencio de anticorpos com especifi-
cidade e afinidade compativeis aque-
les obtidos in vivo é possivel.

O desempenho do reagente obtido
quanto a sua capacidade de reconheci-
mento do antigeno depende de dois
fatores fundamentais: o tamanho da
biblioteca inicial, isto €, a capacidade
de representar o repertério do animal
imunizado; e o procedimento de sele-
cao utilizado. Virias estratégias tém
sido utilizadas para se alcancar esse
éxito e elas se baseiam em obter uma
biblioteca inicial de tamanho igual ou
superior ao repertorio imune (em tor-
no de 107), buscando melhor eficiéncia
de transformacao e de amplificaciao
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dos genes variaveis dos anticorpos.

Os anticorpos maduros sao o resul-
tado da combinacao de genes varia-
veis que sao associados em um
processo,do qual resulta uma alta vari-
abilidade. Essa combinagio de genes
associada a maturacao de afinidade
permite aos anticorpos uma capacida-
de de ligacao a um numero ilimitado
de formas. Sendo assim, uma bibliote-
ca de anticorpos representativa con-
tém formas ligantes a um numero
virtualmente ilimitado de antigenos.

Em nosso grupo de trabalho, adap-
tamos bibliotecas de anticorpos em
fago para explorar questdes basicas
(Maranhao & Brigido, 2000) e para
obtencio de reagentes com aplicacio
biotecnolégica. Comum viés académi-
co, utilizamos essa técnica para com-
parar a selecao de familias de genes
varidveis por determinado antigeno,
com a resposta imune in vivo. Tenta-
mos, com isso, observar se, fora do
contexto in vivo, conseguiriamos ob-
servaruma tendéncia na associacio de
certos antigenos com anticorpos deri-
vados de determinadas familias de
genes variaveis. Caso haja alguma as-
sociacio, teremos uma forte evidéncia
de como o antigeno seleciona o reper-
torio observado in vivo. Por outro lado,
bibliotecas combinatérias estao sendo
utilizadas para selecionar anticorpos
de alta afinidade especificos para de-
tectar antigenos de tumor 6sseo. A
partir do repertério natural de pacien-
tes com osteosarcoma, procuramos en-
contrar anticorpos que auxiliem o diag-
nostico dessa doenca e que possam ser
eventualmente utilizados na terapéu-
tica como agentes anti-tumorais. Esta-
mos também atuando na drea de bio-
tecnologia agrondmica, onde procura-
mos desenvolver anticorpos eficientes
na neutraliza¢ao de enzimas de nema-
téides envolvidas na infestacio de
determinados tipos de cultivos. A idéia
¢ introduzir genes sintéticos, codifica-
dores desses anticorpos, no genoma
de hortalicas no intuito de se obterem
plantas transgénicas, que, produzindo
o anticorpo neutralizante, tornem-se
resistentes aos parasitas.

Perspectivas
O estudo da tecnologia de apresen-

tacdo de bibliotecas combinatérias na
superficie de bacteriéfagos, que data

de 17 anos, ja mostrou o seu potencial
na produ¢io de novas formas com
capacidade ligante a um grande nime-
ro de moléculas. Espera-se que nos
proximos anos essa técnica venha a
representar uma técnica corriqueira de
ampla divulgacdo entre os pesquisa-
dores. Nesse contexto, torna-se impor-
tante ressaltar que essa técnica com-
plementa a atual onda de projetos
gendmicos, onde se gera um grande
volume de informag¢do, mas com pou-
ca interpretacio em nivel fenotipico.
Com a técnica de apresentacdo em
fago, podemos agora testar genes de
interesse em grande escala, na busca
de um conjunto de proteinas que inte-
ragem, e que vem sendo chamado de
interatoma. A busca desses interato-
mas promete expandir os limites cria-
dos com os projetos gendmicos e per-
mitem agora inferir acerca de como
esses genes se relacionam, explicando
o individuo fenotipicamente. Nesse
contexto, a técnica de apresentaciao
em fago poderi ser amplamente utili-
zada. Portanto, espera-se, que nos pro-
ximos anos, venhamos a considerar
um papel corriqueiro a técnica de
apresentagiao em fago.
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