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urante os últimos anos, uma
nova perspectiva da Biologia
Molecular tem atraído diver-

sos grupos depesquisadores: o desen-
volvimentodenovasbiomoléculascom
o objetivo de se obter fármacos, vaci-
nas eoutras drogasde interessebiotec-
nológico.Agrandemaioriadosproces-
sos biológicos envolve contatos entre
superfíciesmacromoleculares (enzima-
substrato, receptores-efetores, proteí-
nas - ácidos nucléicos, etc.) que são
resultantes das forças físico-químicas
características dessas superfícies con-
tactantes. Dessa forma, pode-se afir-
mar que a evolução molecular se ma-
nifesta pela busca do aprimoramento
de tais interações, seja no intuito de
favorecê-las ou não, mas procurando
sempre amanutençãodoequilíbrio do
sistema vivo. Na natureza, esse fenô-
meno ocorre como um processo de
tentativas e erros, onde subpopula-
ções de variantes da população pri-
mordial são selecionadas, positiva ou
negativamente. Assim, a evoluçãomo-
lecular natural é um processo que
demanda longos períodos de tempo,
uma vez que a seleção é exercida sob
umpequenonúmerodevariantes (Ke-
nan et al., 1994).

Atualmente é possível aplicar, em
laboratório, métodos que visem a diri-
gir artificialmente a evolução molecu-
lar em função de objetivos prédeter-
minados. Em oposição aos mecanis-
mos naturais, as metodologias realiza-
das in vitro abreviam o tempo reque-
rido, selecionando populações mole-
culares compostas pelomaior número
possível de variantes. Uma das meto-
dologiasmais empregadas atualmente
é a construção de bibliotecas confor-
macionais, que são definidas como

uma população de ligantes em poten-
cial, composta por (bio)moléculas de
formas variantes. Cada membro da
biblioteca apresenta uma formadistin-
ta, que determinará a capacidade de
interação deste com uma molécula-
alvo. Quanto maior for o número de
formas representadas na biblioteca,
mais facilmente será encontrado um
ligante afim (Posner et al., 1994).

Vários tipos de bibliotecas confor-
macionais foramdescritos, comautili-
zação de diversas estratégias; entre
essas, destacam-se aquelas sintetiza-
das quimicamente, como as de oligo-
nucleotídeos e de peptídeos fixos ou
em solução (revisadas por Kenan et
al., 1994), e as produzidas em siste-
mas vivos, comoas leveduras, bactéri-
as oubacteriófagos filamentosos (revi-
sadas por Scott,1993).

Bacteriófagos Filamentosos

Os fagos filamentosos (M13, f1, fd,
entre outros) pertencem à família Ino-
viridae de bacteriófagos e possuem
como material genético DNA fita sim-
ples (ssDNA). A infecção viral ocorre
via pilus sexual de células bacterianas
gramnegativasqueapresentamogene
desta fímbria especial codificado pelo
plasmídioF.A liberaçãodas partículas
virais, que são produzidas a cada ciclo
se realiza a partir da extrusão do DNA
através da membrana. Em nenhum
destes dois processos ocorre lise celu-
lar.

A partícula viral esquematizada na
figura 1 é composta pelo genoma viral
e por cinco proteínas estruturais. No
capsídio do fago estão presentes as
proteínas p3, p6, p8, p7 e p9. No fago
selvagem,encontram-secercade2.800

Figura 1 - Organização estrutural
de uma partícula viral do
bacteriófagoM13 (Kischenko et
al., 1994, com modificações). O
vírion tem cerca de 9.300 Å de com-
primento e 65 Å de diâmetro. A ex-
tremidade do vírus, que é montada
primeiro (distal), é recoberta por
cinco cópias de p7 (33 resíduos de
aminoácidos) e cincomoléculas de
p9 (32 resíduos de aminoácidos). A
extremidade proximal, que é monta-
da por último, possui cinco cópias de
p6 (113 resíduos de aminoácidos) e
cinco de p3 (406 resíduos de
aminoácidos). Entre as duas extremi-
dades o DNA circular e de fita sim-
ples (ssDNA) é recoberto por milha-
res de cópias de p8 (50 resíduos de
aminoácidos)
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cópias da proteína 8 (p8), que formam
o corpo do capsídio cilíndríco e flexí-
vel. Nas extremidades desse capsídio
encontram-se de três a cinco cópias
das demais proteínas estruturais. A
extremidade distal contém as proteí-
nas p7 e p9, enquanto que a proximal
é composta pelas proteínas codifica-
das pelo gene 3 (p3) e pela proteína
p6. O diâmetro da partícula viral é de
cerca de 65 Å e o seu comprimento
depende do tamanho do genoma en-
capsulado, sendo que cada nucleotí-
deo do ssDNA confere 1,435 Å de
comprimento ao ser envolvidopor p8,
e as proteínasminoritárias contribuem
comcercade175Å. (Makowisk, 1993).

A incorporação de proteínas exó-
genas na superfície dos fagos filamen-
tosos faz-se fusionando-se esses pep-
tídeos com proteínas estruturais das
partículasvirais.Asduasprincipaispro-
teínas utilizadas para esse fim são a
proteína p8 e a p3.

Ociclo infectivodos fagos filamen-
tosos (figura 2) é iniciado pela ligação
da proteína p3 à extremidade dos pili

dacélulabacteriana. Emseguida, ocor-
re a internalização do ssDNA viral (de-
nominado fita +), que atua comomol-
de para a síntese da fita complementar
(denominada -) dentro da hospedeira,
originando um DNA de fita dupla,
correspondente à forma replicativa
(RFDNA). O RFDNA é capaz de dirigir
a sua replicação, aproduçãodessDNA,
bem como a síntese de mRNA viral,
utilizando-se, para tanto, da maquina-
ria enzimática da hospedeira.

Os vírions formados sãomontados
pela extrusão do ssDNA através do
envelopebacteriano, sem lisar a célula
ou impedir sua divisão. Após atraves-
sar a membrana, o DNA viral passa a
ser revestido pelas proteínas estrutu-
rais, completando assim a montagem
da partícula viral, que é então liberada
para o sobrenadante da cultura (Smith
& Scott, 1993).

Aprincipal proteína estrutural utili-
zada para a apresentação de proteínas
é a proteína 3. Responsável pela ade-
são da partícula viral ao pilus sexual, o
produto do gene III dos fagos filamen-

tosos corresponde à maior das proteí-
nas estruturais, com uma massa mole-
cular de cerca de 42 kDa na sua forma
madura. Essa proteína é sintetitizada
sob a formadeumprecursor contendo
peptídeo sinal, que é clivadodurante a
passagem através da membrana. A
proteína 3 (p3) associa-se ao capsídio
viral através de 23 resíduos de amino-
ácidos hidrofóbicos próximos à extre-
midadeC-terminal.Oprodutodogene
III contém ainda dois arranjos repetiti-
vos domotivo Ser-Gly-Gly-Gly ou Ser-
Glu-Gly-Gly-Gly, localizados a 70 e a
215 resíduos de aminoácidos da extre-
midade N-terminal. Esses arranjos são
responsáveis pela aparente flexibilida-
de da molécula (Makowski, 1993)

Em 1984, Crissman e Smith estabe-
leceramopapel funcional dos domíni-
os amino e carboxi de p3, sendo a
porção N-terminal requerida para a
infectividade viral, enquanto que a C-
terminal desempenhapapel namorfo-
gênese das partículas. Em 1985, Smith
mostrou que era possível inserir um
gene inteiro entre os dois domínios de
p3 e que esta ainda era capaz de
manter ambas as funções.Mais surpre-
endente ainda era o fato de que a
seqüência exógena era incorporada à
partícula viral e apresentada de forma
acessível ao reconhecimento molecu-
lar. Isso demonstrava quedeterminan-
tes antigênicos, presentes na proteína
exógena fusionada àp3 eramapresen-
tados na superfície da partícula viral.
Esses trabalhos levaram à proposição
dequebibliotecas conformacionais de
peptídeos ou mesmo de proteínas
poderiam ser construídas por meio da
manipulação do gene III, assim como
do geneVIII de bacteriófagos filamen-
tosos (Smith, 1993).

Outra possibilidade de apresenta-
çãoéutilizar-sedoprincipal constituin-
te do capsídio de fagos filamentosos, a
proteína p8. Essa proteína tem uma
forma cilíndridica e é composta por 50
resíduos de aminoácidos. Também é
sintetizada como uma pré-proteína a
partir daexpressãodogeneVIII.Quan-
do ancorada à membrana celular pelo
peptídeo sinal, expõe o seu domínio
C-terminal para o periplasma. Àmedi-
da queocorre a extrusãodoDNAviral,
p8 vai sendo incorporada no vírion
emergente. No vírus, a porção C-ter-
minal aparece próxima ao ssDNA, en-
quanto aN-terminal, dotadade grande

Figura 2 - Esquematização do ciclo infectivo de bacteriófagos
filamentosos.Os fagos filamentosos infectam células de bactérias Gram
negativas através da interação de p3 adesinas do pillus sexual. Após
este contato inicial, o DNA fita simples entra dentro da célula e é conver-
tido a DNA fita dupla ou RFDNA. Ao assumir essa conformação, a síntese
de proteínas virais se dá utilizando-se amaquinaria celular. As novas par-
tículas virais são montadas a partir da extrusão do DNA fita simples pela
membrana celular, onde estão localizadas as proteínas virais estruturais
(Webster, 2000)
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flexibilidade, fica exposta ao solvente,
sendo essa última aquela que é mani-
puladapara apresentar peptídeos exó-
genos (Smith & Scott, 1993).

Inicialmente acreditava-sequeape-
nas bibliotecas de peptídeos (de, no
máximo, 6 a 8 resíduos de aminoáci-
dos) podiam ser apresentadas pela
proteínaVIII. Issoéválidonos sistemas
de apresentação onde todas as prote-
ínas 8 são de fusão, não existindo

misturas comproteínas selvagens. Po-
lipeptídeos de maior massa molecular
podem ser apresentados ao longo do
capsídio dobacteriófago, fusionados a
p8, desde que p8 selvagem (em torno
de 80%) seja fornecida ao sistema.
Esse tipo de construção pode ser al-
cançado quando fagomídios são utili-
zados (a proteína selvagemé sintetiza-
daapartir dogenomado fagoauxiliar),
ou quando os vetores virais apresen-

tam duas cópias do gene viii, uma
selvagem e uma de fusão (Webster,
2000).

Apresentando Peptídeos na
Superfície dos Fagos

A possibilidade de expressão de
uma proteína de fusão no capsídio de
fagos, de maneira acessível ao reco-
nhecimento por um ligante, abriu o
caminhopara a construçãodebibliote-
cas conformacionais apresentadas na
superfície dessas partículas virais. Os
vírus, cujos genomas sãomanipulados
de forma a apresentarem em seus
capsídios o polipeptídeo exógeno fu-
sionado com uma de suas proteínas
estruturais, são denominados fagos de
fusão.

Nas bibliotecas construídas em fa-
gos filamentosos, a seleção de formas,
commaioroumenorafinidade,porum
ligante alvo é feitamisturando-se fagos
de fusão,produzidose liberadosparao
sobrenadante de cultura de células
infectadas, comamolécula reconheci-
da pelo peptídeo recombinante fixa
em um suporte. A figura 3 mostra um
esquema onde uma placa de microti-
tulação foi recoberta com um ligante;
em seguida, incubaram-se fagos de
fusão apresentando uma biblioteca de
formas de peptídeo exógeno fusiona-
das à proteína 3. Durante os procedi-
mentos de lavagem, os fagos capazes
de reconhecer o ligante com o qual a
placa foi sensibilizada, são retidos. Os
fagos selecionados podem ser obtidos
através de condições de eluição que
desfavoreçam a ligação desses com a
molécula presa ao suporte, e após a
sua amplificaçãopormeio de infecção
de células de E. coli, os fagos selecio-
nados podem ser utilizados em novos
ciclos de seleção. A cada procedimen-
to de seleção, formas mais afins do
peptídeo exógeno são obtidas, ocor-
rendo o processo de maturação da
afinidade (Lowman & Wells, 1993).

Devido às diferenças nas quantida-
des de p3 e p8 presentes nas partícu-
las virais de fusão, as bibliotecas apre-
sentadas no contexto daproteína 8 são
ditas multi ou polivalentes, uma vez
que várias cópias da proteína de inte-
resse são incorporadas ao capsídiodos
fagos, e aquelas que se utilizam de p3
são denominadas monovalentes, em
virtude da presença de, no máximo,

Figura 3 - Seleção de ligantes de uma biblioteca utilizando-se o
antígeno adsorvido em placa demicrotitulação. Bibliotecas de for-
mas variantes do gene de interesse são obtidas e clonadas em fagomídios
para incorporação do peptídeo ao capsídio viral. As partículas virais de
fusão apresentando a biblioteca são produzidas e colocadas em contato
com ao antígeno fixado a um suporte. Sucessivas lavagens são realizadas
e os fagos remanescentes são eluídos da placa e amplificados por meio
de infecção de células bacterianas
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três cópias das proteínas de fusão.
Essas diferenças nas quantidades po-
dem ser exploradas em momentos
distintos da seleção de bibliotecas:
pode-se assegurar seleção de formas
demenorafinidade,utilizando-sebibli-
otecas multivalentes e, em seguida,
submetê-las aumrefinamentoda afini-
dade em sistemas monovalentes (We-
lls, 1996).

Vetores

Tanto o geneVIII quanto o gene III
vêm sendoutilizados para a expressão
de bibliotecas conformacionais em
bacteriófagos filamentosos. Diversas
estratégias têm sido descritas para a
manipulação desses genes com vistas
à obtenção de sistemas eficientes para
a expressão das bibliotecas (Smith,
1993). Uma das formas encontradas
para se superar os problemas demani-
pulaçãodoDNAviral foi autilizaçãode
fagomídios, que são plasmídios que
possuem, além da origem de replica-
ção ativa em E. coli, a origem de
replicação fagos filamentosos,quecon-
tém todos os elementos para a síntese
da fita complementar e replicação vi-
ral, bem como o sinal de empacota-
mento do DNA fita simples. Nesses
sistemas, células transformadas com o

fagomídio são infectadas por um fago
auxiliar (helper), que contêm todos os
genes do bacteriófago filamentoso,
permitindoo resgate do fagomídio sob
a forma de partícula viral. Durante a
infecção viral, o ssDNA proveniente
dos fagomídios é revestido por prote-
ínas estruturais preferencialmente ao
ssDNAoriginadopelohelper. Issoocor-
re porque os fagos helper apresentam
mutações na seqüência que forma o
grampo, as quais dificultamoempaco-
tamento de seu própriomaterial gené-
tico (Webster, 2000).

O fagomídio construído para apre-
sentação de bibliotecas conformacio-
nais na superfície de fagos filamento-
sos émanipuladode formaaexpressar
osdiversospeptídeosquiméricos, fusi-
onados a um dos genes III ou VIII.
Quando ocorre a infecção com o fago
auxiliar, os capsídios são montados
contendo misturas de p3 ou p8 selva-
gem (codificadas pelo auxiliar), e pro-
teínas quiméricas (expressas a partir
deumdosgenes III ouVIII fusionados,
contidos no fagomídio), gerando uma
progênie de fagos de fusão. Nas célu-
las reinfectadas por esses fagos de
fusão, os fagomídios podem ser obti-
dos sob a forma de plasmídios bacteri-
anos (fita dupla - RFDNA) podendo
assim ser amplificados, purificados e

novamente manipulados (Breitling et
al., 1991).

A utilização de fagomídios, como
vetores para a construção de bibliote-
cas temsidobastantedifundida (Dübel
et al., 1993). A maior vantagem desse
sistema é a possibilidade do gene da
proteína de fusão se propagar na for-
ma de um plasmídio. Dependendo do
promotor utlilizado, esse gene pode
ser amplificado de forma regulada até
o momento da infecção com o fago
auxiliar, reduzindo o número de mu-
tantes selecionadosnegativamente.Os
fagomídios transformam E. coli de for-
ma mais eficiente que o RFDNA e a
partícula viral formada a partir de seu
ssDNA, demenor tamanhoque aorigi-
nadapelos vetores do tipo fago, émais
estável, dissociando-se menos facil-
mente dos ligantes imobilizados (Brei-
tling et al., 1991).

O esquema geral de um fagomídio
utilizado para a produção de bibliote-
cas na superfície de bacteriófagos fila-
mentosos está representado na figura
4. Dentre os elementos constituintes
mais importantes, destacam-se: as ori-
gens de replicação de E. coli e de
fagos, o gene que confere resistência a
antibiótico, o promotor que dirige a
transcrição do gene de fusão e a se-
qüência líder responsável pela citolo-

Figura 4 - Representação
esquemática de um
fagomídeohipotéticopara
a construçãodebibliote-
cas conformacionaisna
superfície departículas
virais
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calização do produto de fusão.
As origens de replicação são se-

qüências gênicas que são reconheci-
das pela maquinaria celular ou viral
para produzir cópias do fagomídio. A
origem de E. colimais usada nos veto-
res já construídos é a col E1, derivada
dos plasmídios tipo pUC, responsável
pelo alto númerode cópias do fagomí-
dio na célula, em sua forma plasmidial
(dupla fita). A origem de fago corres-
ponde à região intergênica encontrada
nogenomados vírus. Essa seqüência é
capaz de, com o auxílio das enzimas
celulares, transformar o fagomídio de
ssDNA (forma infectante, empacotada
no capsídio viral) em forma replicativa
e vice-e-versa (Allen Jr. et al.,1993).
Assim, quando a célula contendo o
fagomídio é infectada pelo fago auxi-
liarparaaproduçãodepartículasvirais,
ocorre a replicaçãodoDNAplasmidial
pelo mecanismo de círculo rolante,
dando origem ao DNA fita simples,
que migra para a membrana celular
para ser revestido por proteínas do
capsídio.

As seqüências promotoras utiliza-
das para dirigir a síntese doprodutode
fusão nos vetores têm sido as mais
diversas. Acredita-se que a estequio-
metria entre proteínas de fusão e pro-
teínas selvagens seja um importante
fator na estabilidade da partícula viral

apresentadora de proteínas exógenas
(Posner et al., 1994). Dessa forma, a
utilização de promotoresmuito fortes,
como os virais, deve ser evitada a
menos que esses possam sermantidos
sob repressão até o momento da pro-
duçãodapartícula viral recombinante.

As seqüências codificadoras para o
peptídeo sinal são responsáveis pelo
encaminhamentodaproteínade fusão
para amembrana celular. Deve-se res-
saltar que a translocação total através
damembrana celular não ocorre, uma
vez que o domínio C-terminal de p3
permanece inserido nesse comparti-
mento celular até que o produto de
fusão seja incorporado ao capsídio do
vírion emergente (Breitling et al.
1991). Entre as seqüências líderes des-
critas, a mais usada é a pelB (Hoogen-
boom et al., 1991).

Vantagens sobre outros
sistemas de seleção.

Quandocomparadas às bibliotecas
de expressão construídas em sistemas
como λgt11, os sistemas utilizando
fagos filamentosos apresentam várias
vantagens. A primeira delas é que
fagos filamentososnão lisamas células
infectadas, o que possibilita a separa-
ção de partículas virais do conteúdo
intracelular, eliminando-se assimmui-

to da reatividade cruzada com proteí-
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 não é exigidoquando sãoutilizadas
bibliotecas apresentadas na superfície
de partículas virais. Bibliotecas cons-
truídas na superfície de fagos já foram
capazes de ser selecionadas até pela
interação do fago de fusão com super-
fícies de células em cultura, e mesmo
diante da complexidade de formas
presentes nesse tipo de superfície-
alvo, as partículas foram capazes de
interagir como liganteespecífico (Meu-
lemans et al. 1994; Edwards, et al.,
2000).

Outra característica importante é
que essa nova metodologia utiliza os
mais rápidos protocolos de seleção já
descritos, e possibilita a varredura de
até 108 clones por ciclo de seleção.
Esse método é mais rápido porque o
sobrenadante das culturas infectadas,
contendo de 1010 a 1013clones por mL,
pode ser utilizado diretamente para a
seleção. Essa utilização prescinde da
transferência para membranas, que,
além de limitar o número de clones
(limitação de área) do filtro, é um
processo extremamente trabalhoso.

Oaltonúmerodevariantes gerados
nas bibliotecas apresentadas na super-

Tabela 1 - Exemplos de Utilização de Bibliotecas Apresentadas em Fagos

Biblioteca
Pequenos Peptídeos
Randômicos
(até 20 resíduos de aminoácidos,
sendo de 6 a 8 randômicos)

GrandesPolipeptídeos

Referência
Cheadle et al., 1994
Hoess et al., 1995; Wang et al., 1995
Smith et al., 1993; South et al., 1995
Folgori et al.,1994
Wu et al., 1995
Stoute et al., 1995
Pasqualini&Rouslahti, 1996

Scarseli et al., 1993; Robertson, 1993
Soumillion et al., 1994
Corey et al., 1993
Roberts et al., 1992
Pannekoek et al., 1993
Abrol et al., 1994
Lowan &Wells, 1993
Zebedee et al., 1992;
Maranhão&Brígido, 2000;Ward,1993
Wang et al., 2000
Barth et al., 2000

Beerli et al.,2000
Chakravarty et al., 2000

Finalidade / Espécie Molecular
Mapeamento de sítios enzimáticos
Mapeamento de Epitopos
Agonistas e antagonistas debiomoléculas
Identificaçãodemimotopos
Peptídeos ligantes a ácidos nucléicos
Peptídeos compotencial para vacinação
Endereçamentoendotelial

Receptores celulares
Enzimas:  β-lactamase

tripsina
Inibidores deProteases
Inibidoresdacoagulação sangüínea
Domínio de ligação ao HIV do CD4 humano
Hormônios
Anticorpos: Fab
                      scFv
Humanização de Anticorpos
Proteínas obtidas a partir de
bibliotecas de cDNA
Construção de fatores transcricionais
Estabilização de Proteínas
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fície do capsídio de fagos permite a
mutação randômica simultânea de até 6
códons de aminoácidos, possibilitando
que as (~2x106) formas possam ser
submetidas a ciclos de seleção de uma
só vez (Lowman & Wells, 1993). Vale a
pena ressaltar que, ao se isolar o fago
através do fenótipo (capacidadede liga-
ção a uma molécula-alvo) apresentado
em seu capsídio, isola-se também o
genótipo codificador dessa característi-
ca. Isso ocorre uma vez que o ssDNAdo
fagomídio ou fago de fusão é empaco-
tado no capsídio da partícula que apre-
senta o peptídeo exógeno.

Apesar das vantagens aqui apresen-
tadas, existem alguns relatos que apon-
tam problemas na utilização desses sis-
temas de expressão/seleção. O primei-
ro problema diz respeito à instabilidade
observada em bibliotecas que apresen-
tam alguns tipos de anticorpos, e, além
disso, há autores que consideram que o
passodeamplificação, queenvolveuma
transfecção viral, possa ser um empeci-
lho (Rapoport et al., 1995). Outros
relatam também problemas de cresci-
mento celular nas culturas que expres-
sam a proteína de fusão, o que poderia
ocasionar uma relativa tendenciosidade
da biblioteca, que passaria a expressar,
preferencialmente, as formas mais tole-
radas pela bactéria (Kenan et al., 1994).
A despeito desses problemas as biblio-
tecas apresentadas em fagos (phage
display libraries), em conjunto com o
procedimentode seleção (biopanning),
são uma metodologia consagrada na
literatura. Diversos exemplos delas e
seus principais resultados estão listados
na Tabela I.

Outros fagos também já foram utili-
zados para apresentação de proteínas
exógenas em seus capsídios: baculoví-
rus (Lindley etal., 2000), bacteriófago λ
(Zhang et al., 2000) e vírus da hepatite
B (Kratz et al., 1999). Alguns ajustes
também foram propostos. Entre esses,
destaca-se a utilização de bibliotecas
fusionadas à porção infectiva da proteí-
na III, acoplando-se assim a seleção de
ligantes com capacidade infectante da
partícula selecionada (Krebber et al.,
1997), a regulação da expressão com a
utilização de diferentes promotores
(Huang et al., 2000), a obtenção de
mutantes de pVIII para melhorar a ex-
pressão de grandes polipeptídeos (aci-
ma de 100 kdA) de forma multivalente
(Sidhu et al., 2000) além da otimização

demétodos de seleção utilizando-se a
superfície de células em cultura como
alvo da seleção (Watters et al., 1997;
Edwards, et al., 2000).

Entre os trabalhos que se utilizam
dessa técnica comaplicabilidade epo-
tencial terapêutico, destaca-se o estu-
do de endereçameto de tumores. Esse
estudo vem sendo explorado por ex-
perimentos de seleção in vivo, utili-
zando-se bibliotecas de peptídeos ex-
pressas na superfície de bacteriófagos
filamentosos (Pasqualini & Ruoslahti,
1996; Johns et al., 2000). As bibliote-
cas são injetadaspor via intravenosana
cauda de camundongos e, após a sua
circulação na corrente sangüínea, o
animal é sacrificado e os seus órgãos
são retirados. Os fagos que consegui-
ram romper a barreira endotelial são
obtidosdessesórgãosecaracterizados.
A partir desses estudos, várias aplica-
ções envolvendo químio e radiotera-
pia específicas têm sido propostas.
Além disso, busca-se a associação en-
tre os peptídeos expressos em fagos e
aqueles presentes na superfície de
células tumorais metastásicas visando
ao desenho de drogas capazes de
impedir a migração e, conseqüente-
mente, a metástase.

Outro campo importante que se
abriunosúltimosanos foi apossibilida-
de de se desenharem fatores transcri-
cionais totalmente in vitro a partir de
bibliotecas de zinc fingers e de sele-
ção comdiferentes oligonucleotídeos.
Esses experimentos resultaramno iso-
lamento de domínios protéicos capa-
zes de reconhecer seqüências especí-
ficas de DNA. Utilizando-se essas pro-
teínas artificiais, selecionadasporPha-
ge Display, já foi possível ligar e desli-
gar genes in vivo de plantas (Beerli et
al., 2000).

Resumidamente, pode-sedizerque
as bibliotecas conformacionais - apre-
sentadas no capsídio de fagos filamen-
tosos - têm emergido como poderoso
instrumento em diversas áreas de pes-
quisa, desde as mais básicas, como o
estudode estruturas biomoléculas, até
à obtenção e o desenho de novos
fármacos e vacinas contra diferentes
doenças (Medynski, 1994).

Bibliotecas combinatórias
de anticorpos

Uma dasmoléculas mais utilizadas

para a construção de bibliotecas em
fagos filamentosos sãoas imunoglobu-
linas. Os anticorpos são proteínas en-
volvidas na resposta imune a agentes
infecciosos e são investigados sistema-
ticamente por seu envolvimento na
homeostase do organismo vertebrado
e por seu potencial biotecnológico. A
utilização de anticorpos na medicina
terapêutica e na propedêutica vem
crescendo nos últimos anos e certa-
mente terão um grande impacto na
medicina deste novo século.

Os anticorpos são obtidos in vivo
por um processo de seleção natural
induzidapela presençado imunógeno
acompanhado por linfócitos, gerando
anticorpos de alta afinidade aumdado
antígeno. É exatamente esse mecanis-
mo de seleção in vitro que chamou a
atenção dos pesquisadores no sentido
de adaptar anticorpos às bibliotecas
combinatórias em fago.Assimcomoos
anticorpos, que são selecionados in
vivo por um imunógeno externo, os
fagos são selecionados in vitropor um
ligante. Essa analogia entre os dois
processos foi inicialmente comentada
por Winter e seus colegas, em 1992
(Hoogenboom & Winter, 1992) e,
desde lá, a obtenção de anticorpos
recombinantes nos sistemas apresen-
tados em fagos tem sido cada fez mais
freqüente.Neste sentidoadmite-seque
os anticorpos recombinantes obtidos
por apresentação em fago seriam re-
presentativos da resposta imune. Esse
conceito é, no entanto, falho, pois não
considera que o processo de seleção
em fago seja influenciado por outros
parâmetros muito distintos daqueles
encontrados no organismo. Por outro
lado, com um sentido pragmático, a
obtenção de anticorpos com especifi-
cidade e afinidade compatíveis àque-
les obtidos in vivo é possível.

Odesempenhodo reagente obtido
quanto a sua capacidadede reconheci-
mento do antígeno depende de dois
fatores fundamentais: o tamanho da
biblioteca inicial, isto é, a capacidade
de representar o repertório do animal
imunizado; e o procedimento de sele-
ção utilizado. Várias estratégias têm
sido utilizadas para se alcançar esse
êxito e elas se baseiam em obter uma
biblioteca inicial de tamanho igual ou
superior ao repertório imune (em tor-
node107), buscandomelhor eficiência
de transformação e de amplificação
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dos genes variáveis dos anticorpos.
Os anticorposmaduros sãoo resul-

tado da combinação de genes variá-
veis que são associados em um
processo,doqual resulta uma alta vari-
abilidade. Essa combinação de genes
associada à maturação de afinidade
permite aos anticorpos uma capacida-
de de ligação a um número ilimitado
de formas. Sendo assim, uma bibliote-
ca de anticorpos representativa con-
tém formas ligantes a um número
virtualmente ilimitado de antígenos.

Emnosso grupode trabalho, adap-
tamos bibliotecas de anticorpos em
fago para explorar questões básicas
(Maranhão & Brígido, 2000) e para
obtenção de reagentes com aplicação
biotecnológica. Comumviés acadêmi-
co, utilizamos essa técnica para com-
parar a seleção de famílias de genes
variáveis por determinado antígeno,
com a resposta imune in vivo. Tenta-
mos, com isso, observar se, fora do
contexto in vivo, conseguiríamos ob-
servar uma tendência na associaçãode
certos antígenos com anticorpos deri-
vados de determinadas famílias de
genes variáveis. Caso haja alguma as-
sociação, teremos uma forte evidência
de comoo antígeno seleciona o reper-
tórioobservado invivo. Poroutro lado,
bibliotecas combinatórias estão sendo
utilizadas para selecionar anticorpos
de alta afinidade específicos para de-
tectar antígenos de tumor ósseo. A
partir do repertório natural de pacien-
tes comosteosarcoma,procuramosen-
contrar anticorposqueauxiliemodiag-
nósticodessadoença equepossamser
eventualmente utilizados na terapêu-
tica como agentes anti-tumorais. Esta-
mos também atuando na área de bio-
tecnologia agronômica, ondeprocura-
mos desenvolver anticorpos eficientes
na neutralização de enzimas de nema-
tóides envolvidas na infestação de
determinados tipos de cultivos. A idéia
é introduzir genes sintéticos, codifica-
dores desses anticorpos, no genoma
de hortaliças no intuito de se obterem
plantas transgênicas, que, produzindo
o anticorpo neutralizante, tornem-se
resistentes aos parasitas.

Perspectivas

Oestudoda tecnologiade apresen-
tação de bibliotecas combinatórias na
superfície de bacteriófagos, que data

de 17 anos, já mostrou o seu potencial
na produção de novas formas com
capacidade ligante aumgrandenúme-
ro de moléculas. Espera-se que nos
próximos anos essa técnica venha a
representar uma técnica corriqueira de
ampla divulgação entre os pesquisa-
dores.Nesse contexto, torna-se impor-
tante ressaltar que essa técnica com-
plementa a atual onda de projetos
genômicos, onde se gera um grande
volume de informação, mas com pou-
ca interpretação em nível fenotípico.
Com a técnica de apresentação em
fago, podemos agora testar genes de
interesse em grande escala, na busca
de um conjunto de proteínas que inte-
ragem, e que vem sendo chamado de
interatoma. A busca desses interato-
mas promete expandir os limites cria-
dos com os projetos genômicos e per-
mitem agora inferir acerca de como
esses genes se relacionam, explicando
o indivíduo fenotipicamente. Nesse
contexto, a técnica de apresentação
em fago poderá ser amplamente utili-
zada. Portanto, espera-se, quenospró-
ximos anos, venhamos a considerar
um papel corriqueiro a técnica de
apresentação em fago.
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