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RESUMEN
Los virus más estudiados y los que más han contribuido al desarrollo de la Biología Molecular son los bacteriófagos.
Su acción lítica sobre bacterias patógenas permitió su uso como alternativa terapéutica frente a infecciones
bacterianas. Su eficacia ha sido probada incluso contra microorganismos resistentes a antibióticos. Las bibliotecas
combinatorias de péptidos o proteínas presentadas en la superficie de fagos filamentosos ha permitido la identificación
de moléculas novedosas con propiedades de unión muy útiles para aplicaciones médicas e industriales. Las
investigaciones con fagos continúan aumentando la complejidad de los métodos de presentación de proteínas
sobre su superficie. Es posible que estas bibliotecas biológicas brinden solución a la mayoría de los problemas de
unión entre moléculas, cuya aplicación más efectiva resulte la que explore exhaustivamente esta dificultad
combinando ciclos de selección (biopanning) y determinación de secuencias de ADN. Esta tecnología tiene el
potencial para generar extensas bases de datos que incluyan las relaciones entre la estructura de las proteínas y su
función biológica.
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ABSTRACT
Bacteriophages: from Phage Therapy to Combinatorial Biology. Bacteriophages (phages) are the most studied
viruses and the major contributors for the development of Molecular Biology. Their lytic action over pathogenic
bacteria makes them useful as an alternative therapy for the treatment of bacterial infections. Their efficacy has
been proven even against several drug-resistant bacteria. Phage display of a wide range of polypeptides has been
increasingly used to identify novel molecules with useful binding properties for research, medical and industrial
applications. Bacteriophage researchs have improved the sophistication of methods used for phage display of
proteins. These biological libraries will probably give a solution for most of the binding problems between molecules,
and the best application would be that exploring this difficulty by means of combination of selection rounds
(Biopanning) and determination of DNA sequences. This technology has the potential to generate vast databases
containing relationships between protein structure and biological activity.
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Antecedentes
En 1896, Hankin reportó que el agua de los ríos
Ganges y Jumna, en la India, tenía una acción
bactericida marcada y que podía pasar a través de un
fino filtro de porcelana sin perder esta propiedad. La
actividad se perdía si se hervía el agua. Hankin estu-
dió este efecto, en particular sobre Vibrio cholerae, y
sugirió que la sustancia responsable hacía que la epi-
demia del cólera no se expandiera si se ingería esta
agua [1]. Edward Twort [2] y Félix d’Herelle [3]
informaron por separado el aislamiento de entidades
filtrables capaces de destruir cultivos de bacterias o
producir pequeñas áreas de color más claro cuando
las bacterias eran crecidas a confluencia en placas de
medio sólido. Fue el canadiense Félix d’Herelle, cuan-
do trabajaba en el instituto Pasteur de París, quien
dio el nombre “bacteriófagos”, utilizando el sufijo
“fagos” no en el sentido estricto de comer, sino en el
de vivir a expensas de [4].

Se han descrito 12 familias de bacteriófagos con
diferentes características estructurales y genéticas
(Tabla 1). En todos los grupos, con excepción de los
pertenecientes al género Inovirus, el ácido nucléico
está contenido en una cápsida polihédrica unida en

algunos casos a otra estructura que permite la adsorción
al hospedante.

Las primeras investigaciones con fagos estuvieron
relacionadas con la definición de la naturaleza de es-
tas partículas; sin embargo, su capacidad de provo-
car la lisis celular de microorganismos patógenos
constituyó la base de muchos trabajos encaminados
a su uso terapéutico. La terapia con bacteriófagos
comenzó en 1921 por Bruynogue y Maisin [5] en el
tratamiento de infecciones por estafilococos. Aun-
que los resultados fueron muy promisorios se hizo
muy poco en los años sucesivos. La idea de la aplica-
ción terapéutica de los bacteriófagos se abandonó
después de la introducción de las sulfonamidas en la
práctica médica y, con ellas, de los antibióticos. A
pesar de esto, la acción lítica de los bacteriófagos
in vitro permitió a los investigadores usar fagos espe-
cíficos para diferenciar entre varias especies de bac-
terias y se desarrollaron métodos de diferenciación
que son muy útiles actualmente en las investigaciones
epidemiológicas [6].

A pesar del fracaso en el uso terapéutico de los
bacteriófagos, grupos aislados de investigadores con-
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tinuaron los trabajos con el uso de estos agentes para
el tratamiento de enfermedades infecciosas como la
tuberculosis y la neumonía. La mayoría de los esfuer-
zos se concentraron en Rusia y la India, donde los
altos precios y la ausencia de disponibilidad de los
antibióticos estimularon la búsqueda de alternativas
terapéuticas. Aunque la mayoría de estas investiga-
ciones mostró resultados positivos, no hubo cuantifi-
cación clínica ni grupos controles, lo que impidió
determinar la efectividad de esta terapia.

Las bacterias resistentes a antibióticos se están ex-
pandiendo por el mundo, incluso resistentes a los de
última generación como la vancomicina [7, 8]. Esta re-
sistencia se disemina principalmente a través de
plásmidos, transposones y elementos de inserción. Los
marcadores de selección pueden ser transmitidos entre
las células de diferentes especies de bacterias. El trata-
miento con antibióticos para eliminar microorganismos
resistentes a múltiples medicamentos es inefectivo y el
crecimiento de las bacterias patógenas resistentes es de
gran importancia para la práctica médica.

Existen resultados del período 1987-1999 [9] que
muestran que la terapia con bacteriófagos es mucho
más efectiva que con antibióticos. En este estudio se
incluyeron pacientes con enfermedades infecciosas
persistentes causadas por cepas resistentes a
antibióticos. Inicialmente se aislaron y caracterizaron
las cepas patógenas, se determinó su sensibilidad a
bacteriófagos y se preparó un extracto estéril de fagos
que fue administrado por varias vías. Además del efecto
terapéutico —desaparición de los síntomas y exáme-
nes bacteriológicos negativos—, se demostró que los
bacteriófagos incrementan la protección contra infec-
ciones bacterianas mediante destrucción de los micro-
organismos y regulación del sistema inmunitario. Estas
alternativas se pueden usar en combinación con agen-
tes antimicrobianos como los antibióticos o como único
tratamiento en las infecciones ocasionadas por
patógenos de importancia clínica, por ejemplo, las ce-
pas de los géneros Enterococcus, Mycobacterium,
Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Streptococ-
cus y Staphylococcus, entre otras.

Varios investigadores concuerdan en que el mayor
obstáculo para la terapia con bacteriófagos es el pro-

pio sistema inmunitario, que tiende a eliminarlos rá-
pidamente. Esta evidencia sugiere que los fagos no
permanecen viables en el torrente sanguíneo o en los
tejidos del organismo el tiempo suficiente para lograr
alcanzar los sitios de infección e infectar las bacte-
rias patógenas. Esta desventaja potencial, unida a la
aparición de bacterias resistentes a antibióticos, ha
propiciado la búsqueda de variantes novedosas de
fagos capaces de evadir los mecanismos del sistema
inmunitario.

Con este objetivo se han desarrollado varios méto-
dos, pero los más útiles son la selección de fagos,
mutados o no, con mayor tiempo de vida media en los
tejidos del organismo mediante pases múltiples en ra-
tones, y la obtención de bacteriófagos modificados
genéticamente que presenten en su superficie péptidos
o moléculas que antagonicen una o varias de las fun-
ciones del sistema inmunitario. Dentro de las molécu-
las que se pueden expresar en la cápsida de los fagos
filamentosos con posibilidades de impedir la inacti-
vación del virus, se encuentran los péptidos y molé-
culas antagonistas de cualquiera de las vías del sistema
del complemento, las interleuquinas y otras
citoquinas, así como proteínas glicosiladas y facto-
res de inhibición [10].

Estudios de Biología Molecular
La era moderna de los estudios con fagos comenzó
con los trabajos de Max Delbrück en 1938. Rápida-
mente otros investigadores como Salvadore Luria se
unieron a Delbrück en el estableciemiento de la inves-
tigación de los bacteriófagos como vía para poder com-
prender las características fundamentales de la vida
biológica. Mientras se desarrollaban estos estudios se
definió la naturaleza viral de los fagos, se determinó la
composición química del virión (proteínas y ADN),
se aislaron nuevos fagos a partir de diferentes
hospedantes microbianos, y se obtuvieron algunos
progresos en el entendimiento del ciclo de vida viral.
Las primeras microfotografías electrónicas de fagos
fueron obtenidas en 1942 por Thomas Anderson [11].

A pesar de que los fagos son virus simples estructu-
ral y genéticamente, han resultado particularmente úti-
les en el estudio de varios fenómenos moleculares. Los

Tabla 1. Grupos y géneros de bacteriófagos.

Grupos o familias Género Ejemplo Morfología
de la partícula Envoltura Genoma

Corticoviridae Corticovirus PM2 Isométrica No ADN bicatenario

Cystoviridae Cystovirus Ø6 Isométrica Sí 3 segmentos de ARN
bicatenario

Inovirus Colifago fd
Inoviridae

Plectrovirus Fago Acholeplasma
Varilla No ADN circular de simple cadena

Levivirus Colifago MS2
Leviviridae

Allolevirus Colifago Qbeta
Icosahédrica No 1 cadena ARN (+)

Lipothrixviridae Lipothrixvirus Fago Thermoproteus Varilla Sí ADN lineal bicatenario
Microvirus Colifago ØX174
Spirovirus Fago SpiroplasmaMicroviridae

Fago Mac-1
Icosahédrica No ADN circular de simple cadena

Myoviridae Colifago T4 Fago con cola No ADN linear bicatenario
Plasmaviridae Plasmavirus Fago Acholeplasma Pleomórfica Sí ADN circular bicatenario
Podoviridae Colifago T7 Fago con cola No ADN lineal bicatenario
Siphoviridae Fagos del grupo lambda Colifago lambda Fago con cola No ADN lineal bicatenario
Sulpholobus shibatae
virus SSV-1 En forma de limón No ADN circular bicatenario

Tectiviridae Tectivirus Fago PRD1 Icosahédrica No ADN lineal bicatenario
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descubrimientos realizados con bacteriófagos constitu-
yeron la base del desarrollo de la biología molecular.
Durante los primeros años posteriores a su descubri-
miento y hasta principios de la década de 1960, el tra-
bajo con estos virus permitió identificar los ensayos de
placas de lisis [3, 12], la naturaleza del ciclo de vida
viral [13, 14], los tipos de mutaciones genéticas [15-
17], que los genes son segmentos de ADN [18], la trans-
ferencia de genes entre células mediadas por virus [19],
las enzimas de restricción y modificación [20, 21], la
colinealidad de genes y proteínas [22], y el ADN
genómico de simple cadena del bacteriófago φX174 [23].

A partir de 1960, las investigaciones con bacteriófa-
gos continuaron mostrando resultados asombrosos: la
descripción del ARN mensajero [24], la naturaleza del
código genético [25], el carácter físico de la recombinación
genética [26], el mecanismo de acción de los factores de
transcripción [27, 28], la recombinación sitio específica
[29-31], la descripción de la ADN ligasa [32] y la
antiterminación como mecanismo de regulación trans-
cripcional [33]. Se describieron nuevas características
del mecanismo de replicación del ADN: la síntesis dis-
continua de una de las cadenas mediante los fragmentos
de Okazaki [34], el mecanismo de replicación por círcu-
lo rodante [35] y el papel de los cebadores de ARN en la
etapa de iniciación de este proceso [36]. Se logró la vi-
sualización y separación de proteínas mediante
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) de acuerdo a su peso molecular [37, 38].
Otros estudios con fagos conllevaron a la identificación
de las chaperoninas [39], a la caracterización de secuen-
cias de inserción y transposones [40], al hallazgo de genes
sobrelapados [41], a la descripción de la retroalimenta-
ción negativa como mecanismo de regulación transcrip-
cional [42], y al uso de fagos reporteros de actividad
luciferasa para el diagnóstico médico [43].

Alrededor de 1970, el mundo de la biología comenzó
a transformarse producto de la “revolución del ADN
recombinante”, con la cual se logró introducir genes de
cualquier organismo, sin importar su complejidad, en el
genoma de fagos. Esta revolución provocó profundos
cambios en las investigaciones con bacteriófagos, al igual
que en otras áreas de la biología. El número de inves-
tigadores que trabajaban directamente con bacteriófa-
gos disminuyó precipitadamente, lo que hizo posible el
estudio de genes de organismos más complejos con
métodos tan sencillos como los que permitieron el es-
tudio de los fagos y las bacterias. Al mismo tiempo se
incrementó el número de científicos que usaban algunas
formas de bacteriófagos en sus estudios, ya que la ma-
yoría de las técnicas de la biología molecular moderna
son derivadas de fagos. Y así como la tecnología de
ADN recombinante y otras técnicas hicieron posible el
estudio molecular de varios organismos, también
incrementaron la complejidad de los experimentos que
se realizan con bacteriófagos. De manera que para aque-
llos problemas científicos donde los fagos representan
un sistema ventajoso, éstos continúan resultando una
herramienta de estudio sencilla y versátil.

Biología Combinatoria
Los fagos filamentosos pertenecen a una familia de
Inovirus que infectan las bacterias Gramnegativas.
Están constituidos por una envoltura proteica tubular
en cuyo interior se encuentra una molécula de ADN

circular de simple cadena de 6,4 kb. La partícula viral
tiene 900 nm de largo y 6,5 nm de diámetro y está
integrada por cinco proteínas: pIII, pVI, pVII, pVIII
y pIX. El cuerpo de la partícula está formado por 2 700
copias de pVIII [44]. Los extremos son cerrados por
cinco copias de las proteínas pVII y pIX en un lado, y
pVI y pIII en el otro. Estos virus infectan solamente
bacterias que expresan las fimbrias sexuales, codifica-
das por el factor F. La unión del fago a esta estructura
ocurre a través de pIII (Figura 1).

En 1982, Dulbecco [45] sugirió que péptidos
inmunogénicos derivados de epítopos bien caracteriza-
dos de agentes patógenos, podían ser fusionados a las
proteínas de la cápsida del fago lambda u otros virus.
La partícula viral resultante que presenta el péptido
foráneo en su superficie, podía ser utilizada como com-
ponente principal de vacunas libres de células.

En 1985, George Smith [46] demostró que el
genoma de los fagos filamentosos o fd podía ser ma-
nipulado con facilidad para obtener partículas fágicas
que presentaran péptidos fusionados a proteínas de
su superficie y estos péptidos expuestos podían ser
reconocidos por el anticuerpo correspondiente. Es-
tas observaciones estimularon las investigaciones
posteriores en este campo y favorecieron el estable-
cimiento de la tecnología de presentación de péptidos
y proteínas.

Figura 1. Representación esquemática de la estructura de los
fagos filamentosos.
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Los rápidos avances ocurridos en los últimos años
en las estrategias experimentales usadas para identifi-
car y caracterizar los sitios de unión de un receptor a
su ligando, han dado una nueva dimensión a este pro-
blema de la ciencia. Estas nuevas tecnologías se basan
en un tema común: la preparación de mezclas de un
gran número de moléculas cuyas secuencias o estruc-
turas han sido aleatorizadas previamente, y el diseño
de métodos que permitan identificar propiedades de
unión específica dentro de este repertorio. Esta con-
cepción ha llevado a los químicos a la creación de
repertorios “sintéticos” y, por ende, al desarrollo de la
Química Combinatoria, y a los biólogos moleculares,
a la creación de repertorios “genéticos” y al desarrollo
de la Biología Combinatoria. De estos últimos, el sis-
tema que más atención ha recibido en esta década, por
su simplicidad y versatilidad, es la llamada “tecnolo-
gía de presentación de péptidos y proteínas en la su-
perficie de los fagos (bacteriófagos) filamentosos
(TPFF)” (phage display technology).

Tecnología de presentación de proteínas
y péptidos en la cápsida de bacteriófagos
filamentosos
La tecnología de presentación en la superficie de fagos
se basa en la capacidad de exponer un péptido o una
proteína de interés en la cápsida de un bacteriófago.
Comienza con la fusión de un polipéptido X a una pro-
teína de la cápsida del fago para estudiar sus propieda-
des de unión a una molécula blanco Y. Con este objetivo
es necesario clonar la secuencia nucleotídica del poli-
péptido X fusionada al gen de la proteína de la cápsida.
El segundo paso consiste en la construcción de una
gran colección de clones, cada uno de los cuales sinte-
tiza una variante diferente de la secuencia del polipép-
tido originalmente fusionado. La molécula blanco Y
unida a una fase sólida puede ser usada para separar
por afinidad aquellos fagos que presenten un polipépti-
do X con propiedades de unión a dicha molécula. La
unión física entre el polipéptido X y su gen, mediada
por la fusión a la proteína de la cápsida, permite la
clonación y determinación de las secuencias nucleotí-
dicas que codifican las variantes del polipéptido X que
se unen a la molécula blanco Y [47].

Las dos proteínas de la cápsida que se han utilizado
para la presentación de péptidos foráneos son pIII y
pVIII. En los dos casos, la inserción tiene lugar en el
extremo amino o cerca de él. El gran número de copias
de pVIII en una partícula fágica contrasta con las cin-
co que existen de pIII. Esto constituye una diferencia
importante entre los dos tipos de fusión, lo que las
hace características para propósitos diferentes: la se-
lección de uniones de baja afinidad o de alta afinidad,
respectivamente [48].

Se han desarrollado dos tipos de vectores fundamen-
tales: el primero se utiliza para obtener partículas fágicas
en las que todas las proteínas de la cápsida se encuen-
tran modificadas (sistema de un solo gen), y en el se-
gundo, se producen virus quiméricos en los que se
obtienen dos versiones de las proteínas de la cápsida:
una modificada y otra de tipo salvaje (sistema de dos
genes). El primer tipo de vectores se ha utilizado prin-
cipalmente para pIII, cuyas funciones biológicas no
se afectan significativamente con las fusiones a su ex-
tremo amino. Por el contrario, la inserción de péptidos

de más de 10 aminoácidos en todas las copias de la
proteína pVIII ha sido un fracaso debido a que no per-
mite el ensamblaje de la cápsida [49].

George Smith [46] fue el primero en demostrar que
pIII podía ser utilizada para presentar péptidos en la
superficie de fagos filamentosos utilizando un sitio de
restricción de la enzima BamHI cerca del centro de la
secuencia codificadora de la proteína. Parmley y Smith
[50], describieron una familia de vectores en los cuales
el ADN foráneo puede ser insertado en el extremo 3'
de la señal de secreción de la proteína pIII.

Los vectores del sistema de dos genes utilizan la
expresión concomitante de la molécula recombinante
y la de tipo salvaje. Esto se logra mediante la fusión en
tándem del gen en el genoma del fago, donde una de las
dos copias se modifica, o utilizando un sistema de
fagómidos. Los fagómidos son plásmidos que portan
la región intergénica de un fago filamentoso y pueden
ser empaquetados como ADN de simple cadena en
partículas virales con la ayuda de un fago auxiliador
[51]. En estos plásmidos, los genes III y VIII recom-
binantes son presentados en un vector de expresión
que contiene el origen de replicación de los fagos [52].
Las bacterias transformadas con estos plásmidos son
superinfectadas por un fago auxiliador y el resultado
es la liberación de un fago híbrido al medio de cultivo.

El fago auxiliador denominado M13K07 se cons-
truyó con el objetivo de incrementar la producción
cualitativa y cuantitativa de ADN plasmídico de sim-
ple cadena. Este fago derivado del M13 presenta una
sustitución de bases G por T en el gen II, la cual
cambia el codón 40 de M a I. Esto resulta en una
proteína pII que funciona eficientemente en un origen
de replicación que sólo contiene el dominio A. Ade-
más, tiene el origen de replicación de p15A y el gen de
resistencia a kanamicina del transposón 903, ambos
insertados en el sitio AvaI del origen de replicación.
De este modo, los dominios A y B quedan separados
entre sí y a los efectos de la replicación este origen
sólo tiene el dominio A.

Cuando el fago M13K07 se cultiva solo; o sea, en
ausencia de fagómido, pII funciona con suficiente efi-
ciencia en el origen de replicación alterado producien-
do altos títulos de fago. En cambio, cuando crece en
presencia de un fagómido, el origen de replicación de
M13K07 es menos eficiente que el origen de tipo sal-
vaje presente en el fagómido. Este hecho, unido al alto
número de copias del fagómido, conduce al empaque-
tamiento preferencial del ADN fagomídico en las par-
tículas virales [51].

El origen de replicación de p15A le permite al fago
replicarse independientemente de la función de pII, y
así evitar los efectos de interferencia que aparecen cuan-
do el fago crece en presencia de un fagómido; es decir, la
reducción del número de copias del fago, puesto que el
fagómido interfiere en su replicación. El gen de resis-
tencia a kanamicina permite la detección del fago con
una alta sensibilidad como unidades de transducción,
ya que si se siembran células infectadas en un medio
con kanamicina, una sola infección exitosa conduce a un
clon visible. El uso del fago auxiliador M13K07 para la
producción de ADN plasmídico de simple cadena, per-
mite obtener normalmente títulos de 1 x 1011 UT/mL
(unidades de transducción/mL). Se ha logrado el
empaquetamiento de fagómidos como ADN de simple
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cadena con insertos de hasta 9 kb, sin pérdida significa-
tiva de rendimiento ni inestabilidad [51].

El empleo del fago auxiliador en combinación con
un fagómido tiene ventajas importantes: las células
infectadas sobreviven, crecen y continúan secretando
partículas virales indefinidamente. Los clones pueden
ser propagados como plásmidos y como fagos. Dado
que el fago contiene un genoma de ADN circular de
simple cadena, la secuencia nucleotídica se puede ana-
lizar rápidamente. La información foránea se puede
clonar y expresar como parte de una proteína estruc-
tural del virus, y como el virus recombinante es
secretado por la célula en el sobrenadante del cultivo,
su purificación se simplifica considerablemente.

Los primeros trabajos en los que se aplicó la tecno-
logía de presentación en la superficie de fagos emplea-
ron la fusión a pIII. El primero de ellos lo realizó
Smith en 1985 [46] y consistió en la clonación de un
fragmento del gen de la endonucleasa EcoRI de 171 pb
en un sitio BamHI del gen III, de modo que la secuen-
cia foránea quedaba insertada entre los dos dominios
de pIII, sin afectar su función. Esta proteína híbrida se
incorporó en el virión, que mantuvo la infectividad y
presentó los aminoácidos foráneos de forma inmuno-
lógicamente accesible, ya que mediante el uso de un
anticuerpo anti-EcoRI se obtuvo una reducción de los
títulos de fago. La actividad neutralizante de fago fue
totalmente bloqueada por preincubación con la
endonucleasa EcoRI purificada. Mediante una purifi-
cación por afinidad con el anticuerpo mencionado, este
fago fue enriquecido entre 1 500 y 7 200 veces en
relación con el fago de tipo salvaje.

El siguiente trabajo lo desarrollaron Parmley y el
propio Smith en 1988 [50]. En él se propuso un mejo-
ramiento del diseño del vector tomando como sitio de
clonación el extremo amino de pIII —con lo cual dis-
minuyen los efectos de los insertos en la función de la
proteína— y utilizando como vector parental a fd-tet,
que permite la propagación como plásmido indepen-
dientemente de la infección continua, reduce la de-
manda de la función de pIII y puede ser detectado
sensiblemente como unidades de transducción gracias
al gen de resistencia a tetraciclina. En este vector me-
jorado se realizó la clonación de varios insertos de
diferente talla y orientación. Todos ellos fueron esta-
bles y no produjeron efectos notables en la función de
pIII. Los aminoácidos foráneos se expresaron en la
superficie del fago y algunos clones que portaban frag-
mentos de un gen blanco expresaron determinantes
reconocidos por un anticuerpo específico contra el
producto génico. En este trabajo se describe por pri-
mera vez el método de biopanning para la purificación
por afinidad del fago que porta el fragmento foráneo.

El procedimiento de biopanning es una purificación
por afinidad donde la biblioteca de fagos se hace reac-
cionar con un anticuerpo (Figura 2). Los fagos unidos
se recuperan por ruptura de los enlaces no covalentes
entre la molécula presentada y la molécula blanco a pH
ácido (pH 2), sin eliminación de la infectividad del fago.
En los primeros trabajos se explotaba la fuerte unión
biotina-estreptavidina y la biblioteca de fagos se hacía
reaccionar con un anticuerpo biotinilado, posteriormen-
te los reaccionantes específicos se unían a una placa
de Petri revestida con estreptavidina. Este método de
selección se ha desarrollado y actualmente se utilizan

diferentes soportes como perlas y placas de
poliestireno, donde la molécula selectora se une direc-
tamente al soporte sólido sin necesidad de biotinilar.

El método de biopanning es muy ventajoso con res-
pecto a las técnicas de análisis tradicionales, puesto
que la selección por afinidad es mucho más fácil y efec-
tiva que el análisis masivo de un gran número de clones.
El biopanning permite obtener mayores rendimientos
y enriquecimientos con requerimientos de anticuerpo
más bajos [45]. Mediante este método se seleccionan
preferencialmente clones que portan péptidos que se
enlazan al sitio de unión del ligando con contactos ató-
micos similares a los del epítopo natural; o sea, péptidos
relacionados con el antígeno originalmente utilizado para
producir el anticuerpo [48].

Cuando se realizan dos o más rondas continuas de
biopanning, se produce un efecto acumulativo que
consiste en una reducción significativa del número de
partículas del fago blanco, con la posible pérdida de
clones raros. Esto se puede solucionar mediante una
amplificación intermedia después de la cual los fagos
resultantes pueden ser sometidos nuevamente a
biopanning sin pérdida de esos clones poco frecuen-
tes. El siguiente ejemplo ilustra este hecho: en el pro-
pio trabajo de Parmley y Smith [50], después de dos
rondas de biopanning sin amplificación intermedia, se
obtuvo un enriquecimiento global de 106. Sin embar-
go, cuando se realizaron tres rondas con amplificación
intermedia, dicho parámetro fue de 1,25 x 107.

El método de biopanning no discrimina entre unio-
nes de afinidad moderada (Kd micromolar) o alta (Kd
nanomolar). Como se explicó anteriormente, la selec-
ción de fagos que portan péptidos que se unen a su
blanco con afinidad relativamente baja, se debe a
interacciones multivalentes entre el fago y la molécula
blanco. No obstante, es posible combinar ventajosa-
mente condiciones que favorezcan interacciones multi-
y monovalentes: en las primeras rondas de biopanning
se debe promover la interacción multivalente puesto
que la unión de alta avidez permite la selección de una
gran muestra de péptidos que se han unido a su blanco
en un rango amplio de afinidades. Esto debe ir acom-
pañado de lavados rigurosos que disminuyan el fondo

Figura 2. Representación esquemática del procedimiento de bioppaning.
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de fagos que se unen inespecíficamente. En las últimas
rondas se deben favorecer las interacciones monova-
lentes para lograr el enriquecimiento de los péptidos
que se unen con mayor afinidad [53].

Bibliotecas peptídicas.
Localización de epítopos lineales
La construcción de grandes bibliotecas de péptidos
aleatorios fusionados a pIII se reporta por primera
vez en 1990 [54]. En los últimos años, diferentes gru-
pos se han enfrascado en la construcción de bibliote-
cas peptídicas y en la selección contra una molécula
blanco.

Los AcM se encuentran en el centro de muchos
campos de aplicación. Su utilización en el diagnóstico
inmunológico para la detección, localización y cuanti-
ficación de un antígeno, la inmunoradioterapia, los
procesos de inmunopurificación, la inmunomodula-
ción, la terapia mediante su unión a toxinas y su em-
pleo eficaz en los estudios de estructura y función, los
convierten en poderosas herramientas de la biotecno-
logía. La identificación y caracterización de los resi-
duos aminoacídicos que intervienen en la unión de un
anticuerpo a su antígeno específico, abre numerosas
posibilidades en el diseño de vacunas sintéticas de
subunidades y de agentes terapéuticos peptídicos tanto
naturales como sintéticos.

La identificación de los epítopos reconocidos por
los AcM se ha realizado tradicionalmente probando
colecciones de fragmentos peptídicos derivados del
antígeno, hasta identificar el segmento mínimo de la
secuencia que reacciona con el anticuerpo. Otros gru-
pos han utilizado también colecciones de péptidos
sintéticos o de fragmentos de ADN complementario
expresados in vitro.

La utilización de bibliotecas peptídicas de fagos
filamentosos presenta como ventajas adicionales sobre
las demás técnicas químicas o biológicas, la asociación
física entre la información genética y el fenotipo, y la
selección y amplificación de esta información en
Escherichia coli. Este procedimiento permite identi-
ficar y caracterizar los péptidos seleccionados aun
cuando se recuperen sólo pequeñas cantidades en el
proceso de selección (en teoría, hasta el nivel de una
sola partícula). Estos péptidos que mimetizan al
antígeno natural se denominan fagótopos.

Scott y Smith en 1990 [54] describieron la construc-
ción de una biblioteca de péptidos de seis residuos
aminoacídicos que contenía alrededor de 200 millones
de clones fusionados al extremo amino de pIII. Esta
biblioteca fue utilizada para seleccionar clones que se
unen específicamente a dos AcM que reconocen la se-
cuencia DFLEKI en el péptido lineal y como parte de la
proteína miohemeritrina. Los autores fueron capaces
de aislar clones independientes similares al epítopo ori-
ginal que contenían la secuencia consenso DFL.

Cwirla y colaboradores [53] también reportaron otro
ejemplo de imitación del antígeno a partir de clones
seleccionados de una biblioteca de péptidos donde el
epítopo original es representado por una secuencia
continua del péptido. Se construyó una biblioteca de
hexapéptidos en el extremo amino de pIII y se hizo
reaccionar el AcM 3E7, el cual reconoce la secuencia
YGGF de la b-endorfina. Los cincuenta y un clones
seleccionados por afinidad presentan una tirosina en la

primera posición y la mayoría expone una glicina en la
segunda posición. Casi todos estos clones selecciona-
dos muestran una baja afinidad por el anticuerpo, pero
a bajas concentraciones de 3E7 durante la selección
por afinidad se logró seleccionar fagos con mayor afi-
nidad y los dos mismos aminoácidos presentes en la
primera y segunda posición. La mayoría de los clones
tenían la secuencia YGGFL, que se une al anticuerpo
con gran afinidad.

Un epítopo es continuo (lineal, secuencial o prima-
rio) si se encuentra formado por residuos adyacentes
en la secuencia primaria y, por lo tanto, presentes en la
proteína desnaturalizada o en un fragmento apropiado
de ésta [55]. Los AcM contra epítopos lineales peque-
ños de un antígeno proteico han sido utilizados por
diferentes grupos como sistema modelo para seleccio-
nar fagos que portan el péptido reconocido específica-
mente por el AcM. En la mayoría de los casos, el
péptido presentado por el clon seleccionado muestra
una secuencia similar a la del antígeno original.

Como parte de un trabajo integral en estudios de
estructura y función de diferentes moléculas, nuestro
grupo caracteriza los sitios de unión y la especificidad
detallada de varios AcM con lo que aumenta la infor-
mación disponible desde su uso por primera vez. La
Tabla 2 muestra algunos ejemplos de anticuerpos ca-
racterizados, su epítopo reconocido, y el fagótopo
identificado.

Un factor limitante del éxito de la tecnología de pre-
sentación en fagos es el tamaño de las bibliotecas que
se obtienen. Para maximizar las interacciones entre el
ligando seleccionado y el blanco al cual se une, sería
conveniente presentar péptidos aleatorios relativamen-
te largos. El desarrollo de una tecnología novedosa
como el enfoque del Cosmix-Plexing supera esta li-
mitación [58]. Las bibliotecas utilizadas en esta técnica
contienen un sitio único de recombinación dentro del
dominio hipervariable. Aunque la principal ventaja de
la recombinación inducida por Cosmix-Plexing se
obtiene a través del incremento de la diversidad duran-
te la selección, también se puede utilizar para la pro-
ducción de bibliotecas grandes (por ejemplo, >109

variantes). Además, se facilita la producción de biblio-
tecas extendidas mediante la introducción de casetes
específicos en las bibliotecas existentes [59].

Localización de epítopos discontinuos
o topográficos
La utilización de péptidos sintéticos solapados para ob-
tener información acerca de la estructura del determi-
nante antigénico no es válida cuando se trata de epítopos
discontinuos. Los epítopos discontinuos, también llama-
dos conformacionales o topográficos, involucran resi-
duos aminoacídicos separados ampliamente en la
secuencia primaria de las proteínas, pero unidos en la
proximidad espacial de la proteína plegada. De aquí se
explica que un anticuerpo que reconozca este tipo de
epítopo pierda la capacidad de unión si se desnaturaliza
o se fragmenta el antígeno.

Tabla 2. Ejemplos de anticuerpos monoclonales caracterizados en nuestro laboratorio.
AcM Epítopo Fagótopo Referencias
CB Hep-1 TGPCKTCTTPAQG CKTCHRPIQ Felici y colaboradores [56]
CB IL-2.1 LNLAQSKNFHLRPR SLSPQLFPR Vispo y colaboradores [57]
CB IL-2.2 SETTFM TTFMSQSTG Vispo y colaboradores [57]
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Las evidencias de que un péptido presentado por
un fago es capaz de imitar un epítopo discontinuo
son todavía limitadas. Felici y colaboradores [60] hi-
cieron el primer reporte en 1993, quienes utilizaron
una biblioteca de nonapéptidos presentados en pVIII
y el AcM 1B7, que reconoce un epítopo discontinuo
de la toxina de Bordetella pertussis. Se selecciona-
ron clones independientes y se probó la capacidad de
interacción de los mismos con el AcM. En este caso
no fue posible identificar los aminoácidos presentes
en la proteína que formaban el determinante antigénico
y no se encontró una secuencia consenso entre los
diferentes clones.

Balass y colaboradores [61] utilizando el AcM que
reconoce el sitio de unión del receptor de la acetilcolina
(AcChoR), seleccionaron fagótopos a partir de una bi-
blioteca de hexapéptidos presentados en pIII. Este an-
ticuerpo reconoce un epítopo conformacional puesto
que reacciona con la proteína nativa y no con la forma
desnaturalizada del AcChoR. Los fagos seleccionados
no presentaron ninguna secuencia consenso presente
en el antígeno. Un péptido sintético derivado de los
fagótopos competía con el anticuerpo por la unión al
receptor y era capaz de inhibir su acción neutralizante
en ensayos in vivo. Aunque en estos dos ejemplos se
seleccionaron fagótopos que imitan epítopos conforma-
cionales, no se pudo correlacionar la secuencia obteni-
da mediante selección con el fago con la región del
antígeno que participa en la unión al anticuerpo.

La tecnología de presentación funcional de péptidos
en fagos ha sido muy utilizada para identificar los
aminoácidos que participan en las interacciones entre
moléculas. Estos ligandos presentados en la cápsida
de fagos filamentosos han sido fusionados fundamen-
talmente al extremo amino de la proteína pIII. En es-
tas interacciones, el ligando puede reconocer una
secuencia continua en la molécula blanco y ser fácil-
mente reproducida por un péptido lineal presentado
en la cápsida del fago. Si el ligando reconoce una se-
cuencia discontinua, cuyos aminoácidos de la molécu-
la blanco se encuentran unidos sólo en la estructura
terciaria, será más difícil encontrar péptidos lineales
que sean capaces de imitar el ligando. Por otro lado,
los péptidos fusionados expuestos al solvente son
flexibles y pueden presentar varias conformaciones,
por lo que el precio en reducción de entropía que debe
pagar en la unión con una molécula complementaria es
elevado. Además, la obtención de datos de estructura
a partir del uso de péptidos pequeños se dificulta
frecuentemente por el tamaño de la molécula.

Una solución propuesta a este problema es añadir
cisteínas en posiciones que promuevan la ciclización de
la molécula. Sin embargo, una estrategia alternativa ha
sido construir bibliotecas donde el péptido presentado
esté limitado a un número de conformaciones mediante
el constreñimiento en el marco de una estructura más
rígida. Un ejemplo de esto sería la ubicación del péptido
en un lazo entre dos hélices α de una proteína bien
caracterizada y cuya estructura sea relativamente in-
sensible a sustituciones lo que reduce el costo en
entropía y hace a la molécula más asequible a análisis
estructurales. Nuestro grupo utilizó la proteína Rop de
E. coli, cuya estructura es relativamente invariable con
las sustituciones. La introducción de un nonapéptido en
el lazo ubicado entre dos hélices α atentó contra la es-

tabilidad de la molécula. Sin embargo, con la introduc-
ción de péptidos de cuatro y siete aminoácidos se logró
obtener un dímero de Rop estable [62]. Nagi y Reagan
demostraron que a medida que aumenta el tamaño del
péptido insertado, la desnaturalización química y la es-
tabilidad térmica de la proteína disminuye [63].

La localización de epítopos discontinuos mediante el
empleo de las bibliotecas constreñidas por cisteína fue
reportada por primera vez por el grupo de O’Neil en
1992 [64]. Este grupo construyó una biblioteca de seis
aminoácidos flanqueados por dos cisteínas y fusiona-
dos a la proteína pIII, para la obtención de un antago-
nista de la glicoproteína plaquetaria gpIIb/IIIa.

En 1993, el grupo de Luzzago [66] constriñó la bi-
blioteca que construyó Felici en 1991, mediante la in-
corporación de dos cisteínas a ambos lados de la secuencia
de nueve aminoácidos expuesta en la proteína VIII.
Con esta nueva biblioteca se definieron los residuos
que participan en la interacción de un AcM generado
contra la cadena H de la ferritina humana. Este anti-
cuerpo reconoce un epítopo topográfico dentro de la
molécula de ferritina. Con el uso de esta biblioteca se
aislaron clones que imitaban dos zonas diversas pero
muy cercanas dentro de la estructura terciaria de la
molécula. Con los resultados de este trabajo, la utili-
zación de las bibliotecas constreñidas por cisteínas
comenzó a ser de uso común en la caracterización de
epítopos topográficos. En el mismo número de la re-
vista Gene, donde Luzzago publicó su trabajo,
McLafferty [66] presentó una biblioteca de péptidos
de 18 residuos flanqueados por dos cisteínas y fusio-
nados a la proteína pIII, con lo que se logró seleccio-
nar clones de mayor afinidad por un AcM contra la
β-endorfina.

En 1995, Koivunen [67] logró seleccionar moléculas
ligando contra los receptores de superficie de la
fibronectina, la vitronectina y el fibrinógeno, a partir
de bibliotecas peptídicas cíclicas de cinco y seis resi-
duos, y una biblioteca lineal de nonapéptidos presen-
tados en la proteína III. Los péptidos seleccionados
muestran mayor afinidad cuando se encuentran cons-
treñidos entre residuos de cisteína.

En 1996 se publicaron dos trabajos sobre la utiliza-
ción de bibliotecas constreñidas con cisteínas. El prime-
ro abordaba la selección de un péptido a partir de una
biblioteca de talla variable entre cuatro y ocho aminoá-
cidos flanqueados por cisteínas [68]. Este péptido fue
seleccionado contra la proteína ICAM1, que funciona
como receptor de LFA-1 en la migración de los leucocitos
en los procesos inflamatorios. El péptido seleccionado
inhibe la unión entre las dos moléculas y funciona como
antagonista de este sistema. En el segundo artículo se
logró seleccionar péptidos cíclicos que interaccionan con
la calmodulina, proteína citoplasmática que se une a cal-
cio y regula la actividad de muchos blancos intracelulares
a través de interacciones proteína-proteína [69]. Se se-
leccionó un péptido antagonista de mayor actividad que
los seleccionados previamente a partir de una biblioteca
no cíclica.

Las bibliotecas de insertos constreñidos permiten la
identificación de fagos que se unen con gran afinidad a
la molécula blanco. Debido a que el péptido se encuen-
tra en un contexto más rígido, el número de conforma-
ciones que asume son más limitadas que las de un
péptido lineal flexible.
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El conocimiento de los mecanismos de restricción
conformacional es aún incompleto y, por lo tanto,
con vistas a aumentar las posibilidades de unión de
un ligando específico a una molécula blanco dada (ya
sea un anticuerpo u otra molécula), es aconsejable siem-
pre utilizar varias bibliotecas. Con el propósito de
lograr la maduración de la afinidad de los clones selec-
cionados, es recomendable un segundo paso y cons-
truir una subbiblioteca a partir de la anterior para la
selección del clon de mejor capacidad de unión.

Fagótopos que imitan epítopos no peptídicos
También se han seleccionado fagótopos cuyas secuen-
cias peptídicas son estructuralmente análogos aparentes
de estructuras no proteicas. Devlin y colaboradores [70]
y Kay [71] y su grupo aislaron fagótopos que reaccio-
nan con la estreptavidina. Este péptido es capaz de fun-
cionar como análogo de la biotina en ensayos de
competencia. Los péptidos seleccionados muestran la
secuencia consenso HPQ. Webwer y colaboradores
[72] determinaron la estructura cristalina del complejo
entre la estreptavidina y el péptido FSHPQNT, y de-
mostraron que la mayor estabilidad la brindaba la red
de enlaces de hidrógeno de las cadenas laterales de la
histidina, la prolina y la glutamina.

Otras demostraciones de moléculas peptídicas que
pueden sustituir ligandos no proteicos se obtuvo de
los trabajos de Oldenburg [73] y Scott [74] quienes usa-
ron la lectina concanavalina A para seleccionar
fagótopos. Ambos grupos identificaron diferentes fa-
milias de fagótopos con la secuencia YPY en los clones
de mayor afinidad. Se construyeron péptidos sintéti-
cos a partir de la información obtenida de estas se-
cuencias y se demostró la inhibición de la unión de
metil α-D-manopiranósido, su ligando natural.

Estos hallazgos indican que es difícil el diseño de
medicamentos no peptídicos que se deriva del análisis
de los datos de cristalografía del complejo con el
péptido. Las características estereoquímicas del ligan-
do natural no se pueden inferir con facilidad del análi-
sis del péptido seleccionado y su interacción con el
ligando. Esto constituye un acercamiento esencial para
aquellos proyectos en los que se desconoce la natura-
leza del ligando o se conoce que intervienen elementos
no proteicos importantes para el reconocimiento de la
molécula.

Selección de fagótopos específicos
de una enfermedad
En los acápites anteriores se describió la selección
mediante el empleo de AcM o moléculas selectoras
bien definidas. Sin embargo, esta tecnología se puede
aplicar a situaciones en las que la molécula selectora
no se conoce o no se está definida, como, por ejemplo,
los anticuerpos policlonales presentes en el suero san-
guíneo. Esta aplicación más general de la tecnología de
presentación de péptidos por fagos abre nuevas vías
para la identificación y caracterización de moléculas
que pudieran ser utilizadas en sistemas de diagnóstico
o para la preparación de vacunas nuevas.

El suero de pacientes que padecen una enfermedad
infecciosa contiene frecuentemente una gran cantidad
de anticuerpos diferentes contra el agente infectivo.
La caracterización de la naturaleza, la especificidad y
la afinidad de estos anticuerpos sólo es posible si se

tiene el microorganismo patógeno o si se dispone de la
proteína para utilizarla como reactivo. De la misma
manera, en otras entidades como las enfermedades
autoinmunitarias, la caracterización de los trastornos
inmunológicos se realiza con aquellos anticuerpos para
los que se ha identificado un autoantígeno.

En todos estos casos en los que se desconoce el
antígeno natural o no está disponible fácilmente, es
posible utilizar bibliotecas de péptidos presentados
en la superficie de fagos filamentosos. Para esto se
requiere un juego de muestras de suero de pacientes
afectados por la enfermedad en estudio (suero especí-
fico o SE) y un juego de sueros de individuos sanos
(IS). El objetivo es identificar fagótopos específicos
de suero, que reaccionen con todos los sueros de indi-
viduos enfermos y no con los de individuos sanos.

El protocolo para este procedimiento fue desarro-
llado con sueros de individuos inmunizados con una
preparación comercial de la vacuna contra el virus de
la hepatitis B (VHB), que contiene el antígeno de
superficie del virus obtenido por vía recombinante.
El suero de los individuos inmunizados fue utilizado
como SE. Primeramente se realizó una purificación
por afinidad contra el primer SE y con los clones
seleccionados se realizó una inmunoidentificación.
De esta forma se seleccionaron fagótopos reconoci-
dos por los dos SE, los cuales se hicieron reaccionar
con un juego de sueros SE y con un juego de sueros
IS. Finalmente se lograron identificar fagótopos que
imitaban al antígeno en experimentos de competen-
cia; además, uno de estos clones era muy similar a la
secuencia primaria del determinante “a” del antígeno
de superficie del virus. En este clon estaba presente
la secuencia CKTC altamente reconocida por los sue-
ros de individuos vacunados y por los sueros de in-
dividuos infectados [75].

Mediante un estudio de caracterización del AcM
CB.Hep-1, específico para el antígeno de superficie
del VHB y utilizado en el proceso de purificación del
antígeno vacunal Heberbiovac, se identificaron se-
cuencias que reproducen la región nativa en el antígeno
y otras que imitan esta unión mediante cadenas latera-
les diferentes con superficies topográficas similares.
Este resultado garantiza que durante la inmunopurifi-
cación se seleccionen aquellas moléculas de antígeno
que presentan adecuadamente esta región esencial para
el desarrollo de una respuesta inmunitaria protectora
frente a subtipos virales diferentes [56].

Esta tecnología nueva y poderosa para el diagnósti-
co de enfermedades virales fue confirmada posterior-
mente con el estudio de la infección por el virus de la
hepatitis C (VHC). Se siguió la misma estrategia des-
crita anteriormente y se logró identificar fagótopos [76]
que, aunque no representaban una imagen del antígeno
del VHC podían ser reconocidos por un panel de SE y
no por los sueros IS.

Otros trabajos que han seguido esta línea de inves-
tigación aplican esta tecnología en la caracterización
de enfermedades autoinmunitarias en los que el agente
causal no se conoce pero pueden estar involucradas
entidades infecciosas. De esta forma, Dybward y co-
laboradores [77] identificaron fagótopos que reaccio-
naban con una muestra significativa de sueros de
individuos con artritis reumatoide. Por su parte, utili-
zando la misma biblioteca de nonapéptidos fusionados
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a pVIII, el grupo de Mennuni logró seleccionar
fagótopos que imitan un ligando presente en el suero
de los individuos con diabetes mellitus tipo I [78]. Un
año más tarde definirían fagótopos seleccionados con
el suero de individuos prediabéticos [79].

Uno de los elementos que está en detrimento del mi-
metismo efectivo de los péptidos seleccionados con esta
técnica es inherente a la propia metodología. Los anti-
cuerpos policlonales obtenidos contra péptidos presen-
tados por el fago que se encuentran parcialmente
estructurados, tienen una baja probabilidad de reaccio-
nar contra el antígeno original. Otro aspecto a tomar en
consideración es que los fagótopos seleccionados con
AcM presentan péptidos que se unen específicamente
a este anticuerpo, pero la forma en que representen una
imagen positiva del antígeno original depende de cómo
representan verdaderamente una imagen negativa del
anticuerpo que lo seleccionó. El proceso de caracteriza-
ción para los AcM tiende a seleccionar un solo sitio de
unión en particular del repertorio que se adapta
diferencialmente al epítopo. Desde el punto de vista de
la unión, el mejor fagótopo seleccionado con un AcM
puede tener una adaptabilidad excelente para un parátopo
en particular, pero esta capacidad de imitar al antígeno
original depende completamente de la forma y las pro-
piedades moleculares del sitio de unión del anticuerpo.
Por eso, es posible que los fagótopos seleccionados con
AcM no sean los mejores para inducir el repertorio de
receptores de células B, que después de la inmuniza-
ción, proceden a presentar el antígeno al sistema inmune
virgen a través de células presentadoras de antígeno pro-
fesionales. Sobre la base de estas consideraciones, se
puede concluir que una familia de anticuerpos contra el
mismo epítopo (en vez de un solo AcM) puede darnos
una imagen negativa más estricta del antígeno.

Fagótopos como inmunógenos
La respuesta inmunológica que se obtiene cuando se
inyectan las partículas virales de los bacteriófagos
filamentosos es dependiente de células T y no requie-
re el uso de adyuvantes. El uso de los fagos filamentosos
como adyuvantes inmunológicos fue propuesto por
primera vez por de la Cruz y colaboradores [80] en
1988. Estos investigadores mostraron que la fusión de
un péptido corto del circumsporozoito de la malaria
en el extremo amino de pIII produce un fago
recombinante capaz de inducir anticuerpos específi-
cos contra el péptido.

Este hallazgo fue explotado por el grupo de Perham,
quienes clonaron las secuencias que codifican péptidos
de la malaria fusionadas a pIII y pVIII, y obtuvieron
una buena respuesta de células T y B [81, 82].
Minenkova [83], en 1993, fusionó el determinante
antigénico de la proteína gap del VIH a pVIII y lo
utilizó como inmunógeno, con lo que obtuvo buenos
títulos de anticuerpos en conejo.

Los fagótopos seleccionados por su capacidad de
unirse a AcM de manera específica son buenas imi-
taciones del antígeno, pero esta propiedad no está co-
rrelacionada en todos los casos con la inducción de la
producción de anticuerpos contra el antígeno natural
cuando se usan como inmunógenos. De manera ge-
neral, cuando los AcM utilizados como moléculas de
selección son específicos contra epítopos continuos,
se obtiene una buena respuesta contra el antígeno ori-

ginal [84, 85]. La situación se hace más compleja
cuando se necesita un mimetismo más elaborado.
Fagótopos seleccionados con AcM que reconocen
epítopos discontinuos, como el de B. pertussis, no lo-
gran inducir una respuesta antitoxina en ratones [60].
Por otra parte, dos fagótopos diferentes selecciona-
dos con un AcM contra un epítopo complejo de la
oncoproteína HER2/neu mostraron ser buenos
mimótopos del antígeno, pero solo uno de ellos fue
buen inmunógeno [86].

Mimótopos presentados como fusión a pIII o
pVIII, e incluso péptidos sintéticos que reproducen
la imagen del fagótopo seleccionado con un AcM,
son capaces de inducir la producción de anticuerpos
que reaccionan contra el antígeno original. Sin embar-
go, la conformación del péptido expuesto es impor-
tante para la obtención de una respuesta inmunitaria
adecuada. Menéndez y colaboradores [87] expresa-
ron el péptido correspondiente a la región variable 2
de la proteína de clase 1 de Neisseria meningitidis
fusionado a pVIII. Emplearon dos variantes del
péptido: una que presenta la secuencia flanqueada
por cisteínas y la otra que la presenta flanqueada por
cisteínas y tres glicinas. En ratones BALB/c
inmunizados con los fagos se detectó que la presen-
cia del espaciador de tres glicinas le permite al péptido
adoptar una conformación más adecuada capaz de
inducir anticuerpos funcionales contra N. meningitidis.

Presentación de proteínas foráneas
fusionadas a pIII. Aumento
de la afinidad de interacción entre
la proteína y la molécula blanco
Los trabajos que describimos a continuación utilizan
pIII como molécula de fusión y están encaminados a
buscar aumentos de afinidad en las interacciones entre
estas moléculas. Explotan las bondades de este siste-
ma de permitir la selección a partir de una biblioteca
de mutantes, del fenotipo deseado y, junto con él, su
genotipo.

La hormona de crecimiento humana (hGH) fue el
primer candidato para la obtención de mutantes de
mayor afinidad por su receptor. La hGH fue presenta-
da en la cápsida de los bacteriófagos [88]. Esta hormo-
na había sido ampliamente estudiada y se contaba con
una gran cantidad de mutantes puntuales y con los
datos de las zonas de interacción con el receptor. Ade-
más, la estructura cristalina del complejo hormona-
receptor había sido resuelta [89]. La hormona
interacciona con su receptor con una alta afinidad
(Ka = 3 x 109 M-1) a través de una interfaz que implica
dos hélices, dos minihélices y regiones lazo (sitio 1).
Después de la unión al sitio 1, otra zona de la hormona
(sitio 2) se une a otro receptor para transmitir la señal.

Para aumentar la afinidad del sitio 1 se construyeron
cinco bibliotecas de este sitio, con aleatorización de
cuatro residuos aminoacídicos. Se realizaron diferentes
rondas de selección utilizando el dominio extracelular
del receptor y se analizaron los mutantes seleccionados.
Se encontraron mutantes que aumentaron su afinidad
entre 3 y 6 veces. En algunos casos se mantuvieron los
residuos críticos para la unión. Se seleccionaron, ade-
más, mutantes más conservados (Arg a Ala) o más radi-
cales (Phe a Ala), fundamentalmente en la periferia del
sitio de unión. Los mutantes coseleccionados permitían
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obtener una mayor afinidad de forma cooperativa. To-
das estas mutaciones se lograron combinar en un
“supermutante” con 15 cambios en relación con la mo-
lécula de tipo salvaje, y que se unía al receptor con una
afinidad 400 veces mayor (Ka = 1012 M-1). Con la in-
corporación de un mutante que no permitía la unión al
sitio 2, se logró obtener un potente antagonista de la
hGH. La estructura del “supermutante” con receptor
[90] mostró que muchos de los cambios son sutiles; por
ejemplo, la sustitución de Phe10 por Ala produce una
reorientación ligera de una hélice que incluye varios si-
tios de contacto.

Cunninghan y Wells [91], y Clakson y Wells [92],
a partir del análisis de la importancia energética de
los 31 residuos involucrados en la interfaz entre la
hGH y el dominio extracelular de su receptor, han
mostrado evidencias de que el epítopo del sitio de
unión funcional es mucho menor que el epítopo es-
tructural (determinado por cristalografía) . Además,
el cálculo teórico de los residuos relacionados con la
antigenicidad de una proteína de forma activa indica
que están formados por pocos aminoácidos energéti-
cos rodeados de una superficie que contribuye a la
complementariedad [93].

La presentación en la superficie de fagos también
ha sido utilizada para cambiar especificidad. El inhibidor
de la tripsina pancreática bovina (BPTI, del inglés
bovine pancreatic trypsin inhibitor) inhibe diferentes
proteasas de serina, pero presenta una afinidad baja
(Ka = 4 x 106 M-1) por la elastasa humana de neutrófilos
(HNE, del inglés human neutrophil elastase).

Con la introducción de cuatro mutaciones directas
y la construcción de una pequeña biblioteca (900
clones) de 5 residuos presentes en un lazo que se une
al sitio activo, se seleccionó una variante del BPTI que
se une a la HNE con una Ka = 1012 M-1. Esta afinidad
es 50 veces mayor que la del mejor inhibidor de la
HNE que se tenía [94]. En este caso no se utilizó una
biblioteca aleatorizada, sólo se necesitaron codones
específicos para residuos hidrofóbicos.

La IL-2 humana está definida como una clase
filogenéticamente bien conservada con un papel im-
portante en la regulación de la respuesta inmunitaria.
Esta proteína se expresó en la superficie de los bacte-
riófagos plegada correctamente y biológicamente acti-
va, según se demostró en un ensayo de proliferación
en la línea celular CTLL-2 dependiente de esta
citoquina. Estos fagos resultaron infectivos y fáciles
de propagar, purificar y enriquecer en relación con los
fagos utilizados como control [95].

El mismo diseño se ha empleado para lograr un au-
mento de la afinidad de otras proteínas por su ligando.
Un factor común en estos estudios es tener una base de
datos extensa de las estructuras de las moléculas para
identificar específicamente los residuos que deben ser
aleatorizados. Otra variante es aleatorizar la molécula
completa, pero en este caso se necesita, por ende, la
construcción de bibliotecas mayores. Debido al número
limitado de residuos que se pueden examinar por los
métodos tradicionales, es necesario conocer los residuos
de la molécula blanco que interviene en la unión a su
ligando. Por lo tanto, la tecnología de presentación en la
superficie de fagos es extremadamente poderosa cuan-
do se compara con los estudios tradicionales de análisis
estructural y funcional en una interfaz de unión.

Presentación de anticuerpos en la superficie
de fagos filamentosos
Durante la década pasada, la presentación de fragmen-
tos de anticuerpos en la superficie de fagos filamentosos
ha constituido el objetivo principal de diversas inves-
tigaciones [96, 97]. Como resultado, las bibliotecas
combinatorias de anticuerpos expresados en fagos se
han convertido en herramientas útiles para el descu-
brimiento de nuevos fármacos e, incluso, algunos de
estos anticuerpos se encuentran en fases avanzadas
de ensayos. Aunque la mayoría de las bibliotecas de
anticuerpos se han construido mediante la clonación
del repertorio inmunitario natural en fagómidos, se
han obtenido adelantos importantes en el desarrollo
de bibliotecas sintéticas de alta calidad de las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) [98].

Los genes de las regiones variables de algunos anti-
cuerpos se han clonado en vectores fagemídicos fusio-
nados al gen III de fagos filamentosos. La proteína
híbrida creada tiene los dominios de anticuerpo en el
extremo amino, seguidos de pIII. Esta proteína se plie-
ga correctamente, es incorporada al fago y conserva
las propiedades de unión del anticuerpo soluble origi-
nal. Cada genoma recombinante de fago contiene el
ADN que codifica el anticuerpo específico presentado
en su superficie, lo que permite que la partícula de fago
que porta el gen del anticuerpo sea seleccionada direc-
tamente a partir de las propiedades de unión de la pro-
teína expresada [99]. Estos sistemas se han empleado
para expresar fragmentos Fab, scFv y scFv diméricos.
Estos últimos difieren de los scFv monoméricos en que
el péptido líder tiene una longitud reducida y tienden a
asociarse como dímeros.

A pesar de la posibilidad de obtener anticuerpos es-
pecíficos directamente a partir de repertorios vírgenes
presentados en la cápsida de bacteriófagos, otra aplica-
ción importante de esta tecnología es la humanización y
la maduración de la afinidad de los anticuerpos murinos
convencionales. Estos anticuerpos han demostrado su
efectividad en un número significativo de aplicaciones
terapéuticas. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado anti-
VEGF se encuentra en ensayos clínicos para el trata-
miento del cáncer y otros investigadores han empleado
esta tecnología para obtener variantes con potencia y
afinidad incrementadas cerca de 100 veces [100].

Conclusiones
La biología moderna debe gran parte de su desarrollo a
las bondades de los bacteriófagos. Las aplicaciones en
los estudios biológicos clásicos marcaron las pautas
para el vuelco de la ingeniería genética en la última
década. Las aplicaciones terapéuticas de los fagos se
hacen más promisorias para los próximos años como
métodos alternativos de incalculable valor, tanto des-
de el punto de vista clínico como económico.

La tecnología de presentación de péptidos o proteínas
en la cápsida de bacteriófagos es una metodología que
ha incursionado rápidamente en los campos de la
inmunología, la bioquímica de proteínas, la ingeniería de
proteínas y la biología celular. Esta tecnología se ha utili-
zado con el propósito de localizar epítopos, crear
mimótopos, identificar antagonistas y agonistas de di-
ferentes moléculas blancos, generar anticuerpos huma-
nos, optimizar la especificidad de los anticuerpos y crear
nuevas moléculas con actividades diferentes.
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En el campo de las bibliotecas de péptidos, en depen-
dencia del tipo de interacción que se busca con la molé-
cula blanco, el tamaño de los péptidos varía así como su
nivel de entropía. Con algunas moléculas blanco las bi-
bliotecas de péptidos que se encuentran constreñidas
han funcionado mejor que las lineales. La gran diferencia
entre ambos tipos de bibliotecas es que en las lineales el
péptido se encuentra libre y puede asumir múltiples
conformaciones, de ahí que quizás sean más versátiles
en el sentido que para epítopos lineales generalmente se
encuentran más clones positivos que cuando se utilizan
las bibliotecas constreñidas. La ventaja de las bibliote-
cas constreñidas es que el péptido no es libre de asumir
cualquier conformación, por lo que si se encuentran clones
positivos probablemente tendrán mayor afinidad por la
molécula blanco que el péptido lineal.

El problema de la utilización de pIII o pVIII como
proteína de presentación en los últimos trabajos se ha
resumido con la explotación de ambas. Diferentes gru-
pos emplean la multivalencia de pVIII y a partir de las

moléculas seleccionadas construyen nuevas bibliote-
cas donde se buscan mayores afinidades utilizando la
monovalencia de pIII. El uso de estas dos proteínas
permite manipular las afinidades de los ligandos selec-
cionados y mejorar considerablemente la interacción
entre moléculas.

A finales de la década de 1990, el problema funda-
mental que se encuentra para seguir adelante con la
búsqueda de nuevas moléculas y con el mejoramiento
de las ya existentes, se deriva de los sistemas de selec-
ción desarrollados. Es en este punto donde se estan-
can los resultados obtenidos en la generación de
repertorios moleculares. El método de selección ideal
es aquel que imita una función biológica determinada
que queremos mejorar o bloquear. El diseño de estos
receptores in vitro está abriendo numerosas posibili-
dades en este campo. En tal sentido, la utilización de
la tecnología de presentación en la superficie de fagos
comienza a dar los primeros frutos con la exposición
de moléculas receptoras en la cápsida del virus.
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