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RESUMEN

Introducción: las causas de la resistencia a antibióticos son complejas. La tecnología de presentación sobre fagos filamentosos (TPFF) ha sido 
utilizada principalmente para obtener anticuerpos monoclonales (MAbs) y péptidos dirigidos contra dianas de cáncer o enfermedades inflama-
torias. Hoy la tecnología se reconoce como una herramienta poderosa para seleccionar nuevos péptidos y anticuerpos que se pueden unir a una am-
plia gama de antígenos, que van desde células enteras, hasta proteínas y lípidos. En esta revisión, resaltamos artículos que utilizan esta tecnología 
para descubrir nuevos fármacos en contra de las enfermedades infecciosas, concentrándonos en péptidos y anticuerpos de acción antimicrobianos.  
Métodos: se hizo una revisión de la literatura básica y actualizada sobre aspectos generales de la tecnología de presentación sobre fagos filamentosos y la aplicación 
de la misma en la búsqueda de nuevos péptidos o anticuerpos de uso farmacéutico para combatir las enfermedades infecciosas trasmitidas por bacterias y virus.  
Resultados: se muestra información actualizada sobre los temas escogidos, con un enfoque orientador y prácti-
co, dirigido a investigadores en el campo de la biología molecular con vistas a continuar profundizando y aplican-
do la tecnología de presentación sobre fagos filamentosos, con énfasis especial en las aplicaciones que se han realizado en Cuba.  
Conclusiones: los avances en los métodos de selección, producción, y las tecnologías de humanización muestran que la tecnología de presentación sobre 
fagos filamentosos puede hacer una contribución significativa en la lucha contra patógenos clínicamente importantes. 

Palabras clave: bacteriófagos; bibliotecas combinatorias; tecnología de presentación sobre fagos filamentosos; selección; enfermedades infecciosas; pép-
tidos; anticuerpos. 

ABSTRACT

Introduction: The causes of antibiotic resistance are complex. The phage display technology has been used mainly to produce monoclonal antibodies 
(MAbs) and peptides directed against cancer or inflammatory disease targets. Today, this technology is recognized as a powerful tool for selecting novel 
peptides and antibodies that can bind to a wide range of antigens, ranging from whole cells to proteins and lipid targets. In this review, we highlight re-
search that exploits the phage display technology to discover new drugs against infectious diseases, with a focus on antimicrobial peptides and antibodies.  
Methods: Basic and recent literature review was made, mainly focused on general aspects of phage display technology and the applica-
tion in the search of new peptides or antibodies of pharmaceutical use to combat the infectious diseases transmitted by bacteria and virus.  
Results: Updated information on the selected topics is shown, with a guiding and practical approach aimed at researchers in the field 
of molecular biology to continue deepening the technology with special emphasis in the applications that have been developed in Cuba.  
Conclusions: Advances in methods of screening, manufacturing, and humanization technologies show that phage display technology can significantly contri-
bute in the fight against clinically important pathogens. 
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Introducción

Los bacteriófagos combatiendo enfermedades 
infecciosas 

Fue el francés Félix D’Herelle quien en 1918 definió el  
termino bacteriófago para referirse a “un microbio invi-
sible antagonista de los bacilos de la disentería” que más 
tarde se definieron como virus que infectan bacterias.1 

Los bacteriófagos son la forma de vida más numerosa en la Tie-
rra, diez veces más que las bacterias.2  Pueden ser encontrados en 
todos los ambientes donde las bacterias crecen, desde el Sahara, 
los mares del Norte y las frías aguas de las Islas polares.3  Son los 
responsables del 10 al 80 % de la mortalidad total de las bacterias 
en los ecosistemas acuáticos y son un importante factor limitante 
para las poblaciones bacterianas.4 Son los virus más estudiados 
y los que más han contribuido al desarrollo de la Biología Mole-
cular. 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.5

Las enfermedades infecciosas continúan siendo una de 
las principales causas de muerte a pesar de la disponibili-
dad de vacunas y antibióticos. En el interconectado mundo 
de hoy las enfermedades infectas contagiosas son capaces 
de propagarse rápidamente de forma global.6 Nuevas enfer-
medades infecciosas han sido detectadas que emergen con 
una frecuencia anual superior a las década de los 70 y 90,7 y 
otras han surgido recientemente con episodios letales como 
son el Síndrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) 8 y la 
influenza aviar.9 También tenemos el hecho de la disemi-
nación de cepas resistentes a antibióticos como el Staphylo-
coccus aureus resistente a metilicina (MRSA), Enterococcus 
faecium resistente a vancomicina (VRE), Klebsiella pneu-
moniae resistente a carbapenem (NDM-1) y Pseudomonas 
aeruginosa resistentes a multidrogas (MDR). Una crisis en 
la salud pública mundial debido a las “Super bacterias” re-
sistentes a antibióticos junto con un pobre desarrollo en las 
investigaciones de nuevos antimicrobianos es vaticinada por la 
OMS, declarando la búsqueda de nuevos fármacos para superar 
esta resistencia a los antibióticos, como una tarea priorizada.10

Con la secuenciación del genoma bacteriano en 1995 parecía 
que la aparición de cientos de nuevas moléculas blancos serian 
exploradas para la búsqueda de nuevos antimicrobianos como 
candidatos terapéuticos. Los antimicrobianos que han llegado al 
mercado en los últimos años son de amplio espectro y muy pocos 
específicos.11 El éxito comercial de los mismo ha limitado el desa-
rrollo de drogas patógeno específicas. Sin embargo las bacterias 
resistentes a antibióticos han hecho que se fuercen nuevas estrate-
gias patógenas específicas. Algunas de estas estrategias hacen ne-
cesario la selección a partir de grandes bibliotecas de compuestos 
químicos, productos naturales o biológicos por su capacidad para 
inhibir el crecimiento de patógenos específicos en ensayos con la 
bacteria entera. Comparando con las moléculas pequeñas sinté-
ticas de origen químico, el descubrimiento de compuesto biofar-
macéuticos anti infectivos  ocupa un nuevo nicho comercial y de 
desarrollo clínico. Con las tecnologías recombinantes emergen-
tes como la Tecnología de presentación sobre fagos filamentosos 
(TPFF)” (phage display technology) para el descubrimiento de 
anticuerpos monoclonales humanos (Mabs) y péptidos, se desa-
rrollan nuevas oportunidades para el descubrimiento de nuevos 
antimicrobianos específicos. Algunos péptidos y Mabs obtenidos 
de estas bibliotecas  se encuentran actualmente en ensayos pre-
clínicos y clínicos.12,13 La TPFF está jugando un papel significa-
tivo en el descubrimiento de péptidos y anticuerpos que serían 
nuevos fármacos terapéuticos.14,15 En este artículo resumiremos 
las dos últimas décadas de estudios para el desarrollo de antimi-
crobianos y la aplicación de esta tecnología en la industria para el 
desarrollo de nuevas drogas anti infectivas.

Tecnología de presentación sobre fagos  
filamentosos (TPFF)

Los fagos filamentosos son partículas virales flexibles tubu-
lares de 900 nm de longitud y 6 nm de diámetro. Cada partícula 
viral está formada por un ADN de cadena única protegido por 
proteínas de la cápsida viral. La proteína mayoritaria de la cápsida 
es la pVIII, la cual puede encontrarse hasta en 2700 copias por 
partícula viral. El resto de las proteínas (presentes en tres a cinco 
copias por fago) cubren ambos extremos de la estructura tubular 
(pIII y pVI en un extremo y pVII y pIX en el otro) (Fig. 1).16

Los fagos filamentosos (cepas M13, f1 y fd) infectan bacte-
rias de la cepa Escherichia coli a través de su unión (mediada por 
la proteína pIII) al receptor (pilus F de la bacteria) y su transloca-
ción hacia el citoplasma de la célula. En la replicación del genoma 
del fago participan proteínas virales y de la célula hospedera. Las 
nuevas partículas virales se ensamblan y se liberan al medio a tra-
vés de la membrana bacteriana por un proceso lisogénico.17

La tecnología de presentación sobre fagos filamentosos cons-
tituye la plataforma de presentación de péptidos y proteínas más 

Fig. 1. Representación esquemática de la estructura de los bacteriófa-
gos filamentosos con las proteínas que conforman su cápsida, su ADN 
de simple cadena y el lugar de inserción de la biblioteca de péptidos. 
Los péptidos quedan expuestos en la cápsida del fago y en el interior la 
secuencia que codifica para este péptido.

poderosa en la actualidad.18 Esta tecnología se basa en la modifi-
cación por ingeniería genética de las partículas de fagos, de forma 
tal que cada una de ellas puede incorporar a su material genético 
genes foráneos de interés, y exponer en su superficie las secuen-
cias proteicas codificadas por ellos (fusionadas a proteínas de la 
cápsida viral).19 De este modo existe una conexión entre fenotipo 
(molécula presentada) y genotipo (gen foráneo que codifica para 
esa molécula) en la misma partícula viral.20

Ciclos de selección
La TPFF permite seleccionar un péptido o proteína a partir 

de una biblioteca empleando, un anticuerpo monoclonal (AcM), 
un suero policlonal, una proteína, un receptor, o incluso moléculas 
de origen lipídico o azúcares, mediante un procedimiento de puri-
ficación por afinidad denominado genéricamente selección o “bio-
panning”. Debido a que la secuencia de ADN que codifica para el 
péptido o proteína se encuentra unida al genoma del fago vector, la 
secuencia aminoacídica del péptido expuesto puede ser deducida a 
partir de la secuencia nucleotídica de los pocos fagos seleccionados 
específicamente, que serán después clonados y amplificados. 

Debido a estas propiedades, la tecnología de exposición 
funcional de péptidos y proteínas en fagos ha sido utilizada fun-
damentalmente para la caracterización de los residuos aminoací-
dicos que intervienen en las interacciones entre proteínas, la se-
lección de mutantes de proteínas con una actividad incrementada 
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Fig. 2. Método de selección o Biopaning. 1 Biblioteca de péptidos o an-
ticuerpos. 2 Selección por afinidad contra una molécula blanco. 3 Elu-
ción de los fagos absorbidos. 4 Amplificación de los fagos selecciona-
dos. 5. Repetición de los ciclos de selección. 6 Obtención de las placas 
individuales en una placa Petri con el fago seleccionado que expresa el 
ligando afín a la molécula blanco.

y la selección y modificación de anticuerpos a partir de grandes 
bibliotecas de regiones variables naturales y sintéticas.

Históricamente este método ha sido importante para el aisla-
miento de péptidos y anticuerpos contra blancos conocidos como 
proteínas, lípidos o pequeñas moléculas. Aunque los métodos 
estándares de la TPFF utiliza antígenos purificados, la selección 
utilizando células enteras es otra opción.21 En las últimas décadas 
muchos grupos de investigadores utilizan células bacterianas o de 
mamíferos como blancos para identificar receptores específicos 
o péptidos  y anticuerpos específicos de un tipo de célula.22,23, 24,25 

Se han diseñado métodos de selección diversos para la ob-
tención de fragmentos de anticuerpo contra determinada diana. 
En esencia la biblioteca de anticuerpos sobre fagos se enfrenta al 
antígeno en ciclos de selección repetidos que incluyen pasos de 
unión, lavados y elución de los fagos unidos. Se infectan bacterias 
con los fagos eluidos y se cultivan para producir los fragmentos 
de anticuerpo sobre la superficie de la partícula viral (Fig. 2).

Con el objetivo de incrementar la probabilidad de obtener 
fragmentos de anticuerpo diversos y de elevada afinidad, se re-
comienda realizar entre dos y tres ciclos de selección y utilizar 
técnicas de alto flujo (ELISA, microarray, inmunoensayos sobre 
membranas de nitrocelulosa) para el tamizaje y la identificación 
de los anticuerpos deseados.26

La mayor complejidad de las estrategias de selección se al-
canza en los sistemas in vivo.27,28 La mezcla de fagos de partida se 
inyecta directamente en animales y se colectan y se examinan los 
tejidos u órganos de interés. Se aíslan aquellos fagos portadores de 
fragmentos de anticuerpo que se acumularon selectivamente en la 
región blanco producto de las interacciones antígeno-anticuerpo. 
Este método de selección resulta de interés para la identificación de 
nuevos fármacos y sus mecanismos de circulación in vivo.

Tecnología de presentación sobre fagos filamentosos 
en la búsqueda de agentes biológicos antiinfectivos 

La TPFF se ha utilizado ampliamente  para la identificación 
de péptidos y anticuerpos seleccionados contra patógenos como 
blancos, estos  son subdivididos en dos categorías. i) blancos mo-
leculares como las enzimas del proceso de replicación o división 
celular y factores de virulencia del patógeno en el  hospedero. ii) 
células bacterianas enteras. 

La selección utilizando células enteras, es una estrategia li-
bre, que  tiene la ventaja de reconocer estructuras en la superficie 
celular que no han sido considerado moléculas blancos cuando 
se asume  una estrategia en base al genoma celular o que aún no 
han sido identificados si se comparan con blancos moleculares 
específicos. La utilización de patógenos vivos como blancos tiene 
la ventaja también que todas las estructuras con potencial far-
macéutico en la superficie se seleccionan simultáneamente en su 
contexto nativo fisiológico, permitiendo la selección de potencia-
les antimicrobianos desde afuera de la célula. Los antígenos en 
la superficie celular del patógeno son posibles candidatos como 
blancos debido a que pueden interferir con la división celular de 
la bacteria, 29 la colonización o la virulencia. 30Ambas estrategias 
han sido aplicadas ampliamente para desarrollar nuevas herra-
mientas para el diagnóstico y tratamiento terapéutico de enfer-
medades infecciosas.

Bacterias grampositivas
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa 

causada por diversas especies del genero Mycobacterium, todas 
ellas pertenecientes al Complejo Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb).31 En la actualidad, la epidemia de TB se atribuye a dos 
factores principales: la infección con el VIH y su asociación con 
la TB activa, y el incremento de la resistencia de las cepas de M. 
tuberculosis a los fármacos anti-TB más efectivos.

Según estimados de la OMS, la tercera parte de la población 
mundial (aproximadamente 2 billones de personas) se encuentra 

infectada por M. tuberculosis y solo en el año 2009 se reportaron 
9,4 millones de nuevos casos de TB y 1,7 millones de muertes. La 
mayoría de estos casos ocurrieron en Asia (55 %) y África (30 %); y 
proporciones menores en las regiones Mediterránea del Este (7 %), 
Europea (4 %) y Las Américas (3 %).32

Hasta la fecha, la única vacuna anti-tuberculosa aprobada 
por la OMS y disponible para su uso en humanos es la cepa viva 
atenuada de M. bovis BCG. Se considera que la eficacia de la va-
cunación varía considerablemente de una población a otra. En 
niños recién nacidos protege contra las formas diseminadas de 
la enfermedad, mientras que no ofrece protección contra la TB 
pulmonar: la más frecuente y responsable de la diseminación.

Una de las más efectivas estrategias es la prevención de la 
transmisión y por lo tanto son necesarias nuevas herramientas 
para el diagnóstico rápido. Los ensayos utilizados actualmente 
para detectar células T respondedoras han mostrado diferentes 
problemas incluyendo la falta de respuesta a los antígenos uti-
lizados debido a las variaciones provocadas por las infecciones 
concomitantes y a la ausencia del agente infectivo.

Lípidos, glicolipidos y lipopèptidos derivados del Mtb son 
presentados a las células T por las moléculas de superficie celu-
lar no polimórficas CD1, expandiendo la posibilidad de blancos 
disponibles al sistema adaptativo inmune para el control de la 
infección.33,34

La presentación de lípidos antigénicos a las Células T ha sido 
descrita en la TB, mediada por la presentación de lípidos aso-
ciados a las moléculas Cd1b.35 Un nuevo antígeno lipídico que 
pertenece al grupo de los sulfoglicolipidos diacetilados (Ac2SGL) 
purificado del Mtb ha sido identificado.36 Este Ac2SGL presenta-
do a las moléculas Cd1b por Células T específicas está presente 
en los pacientes con TB y PPD-positivos y no en los PPD-nega-
tivos. Teniendo en cuenta que las moléculas de CD1b no son po-
limórficas, Ac2SGL es expresadas solamente por la micobacteria 
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virulenta y este lípido no está sujeto a las mutaciones inducida 
por la presión selectiva del sistema inmune del hospedero: el uso 
del complejo CD1b:Ac2SGL como marcador universal de la in-
fección por tuberculosis fue evaluado por un grupo del Instituto 
Finlay de La Habana utilizando un anticuerpo de cadena simple 
que reconoce el complejo CD1b:Ac2SGL de M. tuberculosis ex-
puesto en la proteína III de los fagos filamentosos. Los resultados 
mostraron que la fusión a pIII fue exitosamente expuesta en la 
superficie del fago. Los estudios de reconocimiento por ELISA de 
los fagos e inmunohistoquímica  muestran el reconocimiento del 
complejo CD1b:Ac2SGL en células humanas de pulmón de un 
paciente tuberculoso, comprobando las especificad del mimo. 37

Uno de los más importantes patógenos humanos y de las 
principales amenazas contra la salud humana es la bacteria Sta-
phylococcus aureus. Un gran porcentaje de las infecciones por 
S.aureus es mediada por Staphylococcus aureus resistente a meti-
licina (MRSA). Se han reportado, desde 1980, cepas de S.aureus 
resistentes al antibiótico vancomicina, considerado como la últi-
ma alternativa.38

Yacoby y colaboradores utilizaron fagos específicos contra 
S.aureus para llevar el antibiótico hasta las células bacteriana, 
ellos seleccionaron una biblioteca de péptidos de 12 aminoácidos 
para elegir un fago especifico contra S.aureus y también expre-
saron en el N terminal de la proteína III del fago el dominio ZZ 
que tiene una fuerte unión a las inmunoglobulinas, la droga fue 
conjugada al N terminal de la proteína VIII utilizando un enla-
ce ester. La capacidad de carga del fago fue probado uniendo el 
mismo al antibiótico amino glicosidiconeomicina.39 La droga es 
liberada del fago por hidrolisis del enlace ester en presencia del 
suero. La inhibición del crecimiento bacteriano fue incrementada 
significativamente incubando el fago transportador con la droga, 
comparándolo con la droga solo.  

Listeria monocytogeneses una bacteria que se desarrolla intra-
celularmente y es causante de la Listeriosis. Es uno de los patóge-
nos causante de infecciones alimentarias más virulentos, con una 
tasa de mortalidad entre un 20 a 30 %, más alta que casi todas las 
restantes toxico infecciones alimentarias. Para evitar la infección 
es necesario detectar bajos niveles del patógeno en los alimentos.

Se utilizó la Tecnología de presentación sobre fagos para 
identificar un anticuerpo scFv que se puede unir a Listeria mono-
cytogenes pero no a otras cepas de Listeria.40 Tres años después de 
este hallazgo se desarrolló un sensor de Resonancia de superficie 
Plasmones (SPR) basado en el anticuerpo scFV.41 El anticuerpo 
especifico contra L. monocytogenes scFV expuesto en el fago fue 
inmovilizado en la superficie del sensor detectando hasta un lí-
mite de 2 × 106 CFU/ml. El mecanismo de unión a la célula hos-
pedera infectada por  Listeria monocytogenes no está esclarecido, 
limitando el desarrollo de una estrategia preventiva o terapéutica 
apropiada. Utilizando la biblioteca de péptidos de 12 aminoáci-
dos expuesta sobre fagos filamentosos Gasanov y colaborado-
res demostraron que la invasión por Listeria monocytogeneses 
mediada por la unión al receptor de Insulin-Like Growth Factor 
II (IGFIIR) en las células de mamíferos.42 Otros péptidos que se 
unen a Listeria monocytogenes fueron identificados seleccionan-
do bibliotecas de 9 y 12 aminoácidos.43 En el 2006 la FDA (Food 
and DrugAdministration) de Estados Unidos aprobó el uso de 
bacteriófagos en ciertas carnes con el fin de acabar con la bacteria 
Listeria monocytogenes.

Bacterias gramnegativas 
La pared celular es esencial para la supervivencia de muchas 

bacterias y el antibiótico penicilina puede matar a las bacterias 
inhibiendo un paso en la síntesis del peptidoglicano (también de-
nominado mureína),que está formado por cadenas de polisacári-
do entrecruzadas por péptidos inusuales que contienen aminoá-
cidos D. En las bacterias grampositivas la pared celular contiene 
una capa gruesa de peptidoglicano además de ácidos teicoicos, 
que son polímeros de glicerol o ribitol fosfato. Los ácidos teicoi-
cos se unen al peptidoglicano o a la membrana citoplasmática.

La mayoría de las bacterias tienen una pared celular gram-
negativa y solamente Firmicutes y Actinobacteria (conocidas 
previamente como bacterias grampositivas de contenido GC bajo 
y bacterias Grampositivas de contenido GC alto, respectivamen-
te) tienen paredes grampositivas. Estas diferencias en estructu-
ra pueden producir diferencias en la susceptibilidad antibiótica, 
por ejemplo, la vancomicina puede matar solamente a bacterias 
grampositivas y es ineficaz contra patógenos Gramnegativos, ta-
les como Haemophilus influenzae o Pseudomonas aeruginosa. La 
síntesis de la pared celular de la bacteria involucra  una serie de 
enzimas como MurA-G, transglycosilasas, y transpeptidasas, la 
interrupción de cualquier parte de esta vía metabólica produce 
fallos en la síntesis de los peptidoglicanos y por consiguiente la 
lisis de la bacteria.44,45 Se obtuvieron inhibidores de MurA selec-
cionando una biblioteca de 12 aminoácidos y otra de 7 aminoá-
cidos constreñidas por dos cisteínas en los extremos del péptido 
y utilizando como molécula blanco la enzima MurA de Pseudo-
monas aeruginosa a una concentración de inhibición de un 50 
% (IC50s) en el rango de los 200 μM.46 Las mismas bibliotecas 
fueron utilizadas para seleccionar contra la enzima MurC de 
P. aeruginosa como molécula blanco y se obtuvieron un pépti-
do de 12 aminoácidos (DHRNPNYSWLKS) y otro cíclico de 7 
aminoácidos (CQDTPYRNC) los cuales mostraron similar IC50s 
(1,5 mM y 0,9 mM, respectivamente) para la inhibición de MurC. 
Sin embargo los péptidos no se pudieron utilizar para desarrollar 
fármacos debido a  su baja permeabilidad y a la susceptibilidad a 
proteasas del plasma. Se identificaron péptidos inhibidores de las 
enzimas  MurE y MurF of P. aeruginosa.47,48 seleccionando contra 
la biblioteca de 12 aminoácidos, los dos péptidos (NHNMHRTT-
QWPL y TMGFTAPRFPHY) inhiben las enzimas MurE y MurF 
a una IC50s de 500 μM y 250 μM, respectivamente. Se selecciona-
ron inhibidores contra las enzimas FtsA y FtsZde P. aeruginosa, 
que intervienen en la división celular, utilizando una biblioteca 
de 12 aminoácidos y otra de 7 aminoácidos constreñidas por 
dos cisteínas en los extremos del péptido.49,50 Se probaron ade-
más selecciones con estas bibliotecas y utilizando como blanco 
las células intactas de P. aeruginosa, los péptidos seleccionados se 
inmovilizaron en biosensores y fueron probados eficientemente 
en ensayos diagnósticos.51

La Neisseria meningitidis, también conocida por su nombre 
más simple de meningococo, es una bacteria diplocóccica heteró-
trofa gramnegativa, de importancia en salud pública por su papel 
en la meningitis y otras formas de enfermedad meningocóccica. 
Es la única forma conocida de meningitis bacteriana en causar 
epidemias. De los 13 serogrupos de esta bacteria, seis serogrupos 
(MenA, MenB, MenC, MenW, MenX y MenY) son los responsa-
bles de esta enfermedad a nivel mundial. Grupos del CIGB y del 
Instituto Finlay  de La Habana han trabajado utilizando la Tecno-
logía de presentación sobre fagos en busca de nuevos acercamien-
tos diagnósticos y terapéuticos contra esta patología.

Se evaluó la inmunogenicidad y actividad funcional de anti-
cuerpos obtenidos en ratón contra un péptido cíclico, unido por 
puentes disulfuros, correspondiente a la región variable 2 de la 
proteína exterior de membrana Por A de la cepa B385 (serosubti-
po P1.15) de Neisseria meningitidis presentada en la superficie de 
los fagos filamentosos. El epítopo flanqueadotanto por cisteínas 
o cisteínas y tres residuos de glicina, fue expresado fusionado a 
la proteína pVIII de los fagos filamentosos M13. La inmuniza-
ción de ratones Balb/C con cada uno de los fagos generaron una 
respuesta especifica de anticuerpos. El suero de los ratones in-
munizados con el fago que exponía el péptido cíclico unido a las 
tres glicinas reconocía la proteína nativa mejor que el suero de 
ratones obtenidos solo el péptido cíclico. Solo los fagos que expo-
nían el péptido cíclico con la cola de glicinas fue capaz de inducir 
una respuesta inmune con actividad bactericida, estos resultados 
indican la posibilidad de usar la tecnología de presentación so-
bre fagos de péptidos que requieran una adecuada conformación 
al ser presentados al sistema inmune para lograr una respuesta 
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inmune funcional.52 Otra uso de la tecnología de fagos en esta 
patología fue para la obtención de un candidato vacunal contra 
el serogrupo B de la cepa meningococcal (MenB). El polisacárido 
capsular (MenB CPS) comparte epítopos cros reactivos y no cros 
reactivos contra los polisacáridos humanos.  El anticuerpo mAb 
(13D9) que reconoce un epítopo único en MenB CPS fue utiliza-
do como molécula blanco  para seleccionar contra una biblioteca 
de péptidos de 15 aminoácidos fusionada al N terminal de la pro-
teína pVIII de los fagos filamentosos. Se identificaron 4 péptidos 
capaces de unirse al anticuerpo mAb 13D9 en competencia con 
el MenB CPS. La inmunización de ratones contra estos péptidos 
expuestos en los fagos produjo anticuerpos IgG, principalmente 
IgG2a, es relevante que algunos de los péptidos identificados en 
este trabajo inducen niveles detectables de anticuerpos bacteri-
cida contra MenB y uno de ellos fue protectivo en un modelo 
in vivo. La tares de diseñar vacunas contra el serogrupo B de la 
enfermedad meningococcica basado en antígenos no capsulares 
avanza lentamente y la posibilidad de utilizar péptidos miméticos 
para determinantes antigénicos no cros reactivos de MenB.CPS 
capaz de inducir actividad bactericida y anticuerpos protectivos 
es sin duda una posibilidad para el desarrollo de vacunas por sí 
mismo o en combinación con otros candidatos vacunales.53

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que causa 
infecciones estomacales con inflamación crónica y está firme-
mente relacionada al desarrollo de ulceras y tumores en el siste-
ma digestivo. La ureasa que es uno de los principales factores de 
virulencia producida por H. pylori ha sido utilizado como blanco 
para la selección de dos bibliotecas de péptidos fusionadas a pIII 
de 24  y 6 aminoácidos respectivamente.54 De los péptidos selec-
cionados (TFLPQPRCSALLRYLSEDGVIVPS y YDFYWW) dos 
se unen e inhiben la división de H. pylori. El mismo grupo de 
investigadores seleccionaron anticuerpos tipo ScFv de una biblio-
teca sobre fagos que inhiben la proteína ureasa de H. pylor.55 Al-
gunos de estos anticuerpos scFv pueden ser usados directamente 
en la terapéutica, otros fueron seleccionados utilizando como 
molécula blanco la bacteria completa. 56

Virus
Entre las formas de determinar los residuos aminoacídicos 

que intervienen en el reconocimiento antígeno-anticuerpo, la 
síntesis de péptidos sintéticos, es una práctica habitual que cubre 
la secuencia del antígeno original. Nosotros analizamos primera-
mente con esta metodología los posibles sitios de unión del anti-
cuerpo monoclonal CB-Hep1 al HbsAg (Antígeno de superficie 
de la Hepatitis B) y posteriormente abordamos esta práctica con 
la biblioteca de péptidos expuestos en la superficie de los fagos 
fusionada a la proteína VIII. 

El AcM CB-Hep.1 reconoce específicamente el determinante 
común “a”. Este determinante del HBsAg se localiza en un lazo 
que se extiende desde el residuo aminoacídico 101 al 159. Esta 
región es hidrofílica y extremadamente rica en cisteínas, conte-
niendo 8 residuos de los 14 que tiene el HBsAg. 

El grupo de Folgori en 1994,57 con sueros de individuos va-
cunados con el antígeno (HBsAg) y una biblioteca de péptidos 
de nueve aminoácidos, caracterizó la respuesta humoral de es-
tos individuos. Se seleccionó un fagotopo de secuencia CKTC-
TTPAQGN reconocido por el 80 % de las muestras de suero 
de individuos inmunizados con el HBsAg, lo que indica que el 
motivo C(K/R)TC es un epítopo inmunodominante. Debido a su 
importancia tanto en el desarrollo de vacunas, como en el esta-
blecimiento de sistemas de diagnóstico, el estudio de la estructura 
y composición epitópica del determinante “a” del HBsAg sigue 
constituyendo uno de los aspectos centrales de la investigación en 
estos campos. No menos importante es el hecho de haber com-
probado que el AcM CB-Hep.1, actualmente en uso en el proceso 
de obtención de la vacuna recombinante Heberbiovac, reconoce 
de manera específica la región CKTC del determinante “a”, crítica 
para el carácter “común” de éste, lo que garantiza que durante 

la inmunopurificación se seleccionen aquellas moléculas de antí-
geno que expongan adecuadamente esta región, esencial para el 
desarrollo de una respuesta inmune protectora frente a diferentes 
subtipos virales.58

La Tecnología de presentación sobre fagos fue usada también 
para la búsqueda de anticuerpos y péptidos del alta afinidad con-
tra el Virus de la hepatitis A (HAV) 59 y anticuerpos neutralizantes 
contra las proteínas de la cápsida del Virus de la Hepatitis E.91

TPFF y Dengue

El Dengue (VD) es la infección arboviral transmitida por 
mosquitos de mayor importancia en humanos en términos de 
morbi-mortalidad. Es causada por cualquiera de 4 sus cuatro se-
rotipos (VD1, VD2, VD3 y VD4) resultando en un amplio rango 
de síntomas clínicos que puede ir desde la forma subclínica, la 
fiebre clásica de dengue (FD) y la fiebre hemorrágica de dengue 
(FHD). La infección por un serotipo confiere una protección du-
radera contra una re-infección por el mismo serotipo, pero esta 
es solo transciente contra una infección secundaria contra uno de 
los 3 serotipos restantes.60 Los VD codifican y expresan 3 proteí-
nas estructurales (capsida, C; pre membrana prM y envoltura E) y 
7 proteínas  no estructurales (NS1, 2a, 2b, 3, 4a, 4b, and 5) 61 de estas 
la proteína E es el blanco principal de la respuesta humoral en la 
infección por VD, aunque se ha reportado respuesta de células B a 
las proteínas prM y NS1.62 Actualmente, la infección por dengue, 
representa una preocupación para las autoridades de salud a nivel 
global ya que dos quintos de la población mundial viven en re-
giones endemo/epidémicas.63, 64  Es por ello que el dengue ha sido 
también objeto de estudio en la tecnología de presentación sobre 
fagos filamentosos (TPFF). Esta poderosa técnica a partir de bi-
bliotecas combinatoriales altamente diversas, ya sea exponiendo 
péptidos o proteínas, permite distinguir moléculas únicas con se-
lectiva afinidad por un blanco especifico y presenta como ventaja 
primordial  que el proceso de producción de los mismos, es  muy 
rápido, barato y reproducible y permite disponer de un mayor y 
diverso número de moléculas.65 En los últimos 15 años ha sido 
aplicada, preferentemente a enfermedades con alto potencial eco-
nómico y a las llamadas enfermedades olvidadas contra las que 
actualmente no hay disponible moléculas antivirales o vacunas, 
66 entre estas el dengue.

Debido a que hasta el momento, no existe una terapia espe-
cífica para el dengue la prevención de la enfermedad está limitada 
al control del vector.63 De esta forma, se hacen necesarios méto-
dos de diagnóstico rápidos y específicos así como la obtención de 
una vacuna que representaría un importante avance en el control 
de la enfermedad. En ambos casos la identificación de epítopos de 
importancia biológica es esencial. Los epítopos inmunogénicos 
sobre las proteínas E y NS1 han sido los más documentados.67 No 
obstante existen algunos reportes sobre la identificación de epíto-
pos del VD sobre otras proteínas estructurales y no estructurales 
68,69como la proteínas prM, capsida y NS4a, los cuales son de gran 
importancia tanto en la patogénesis, el diagnóstico y el desarrollo 
de vacunas. 70,71 

Las características de un ensayo diagnostico ideal para den-
gue depende del propósito para el cual el ensayo será usado, 
cualquiera que sea este, es indispensable el conocimiento de los 
epítopos inmunogénicos presentes en las proteínas virales. Los 
métodos directos (detección de antígeno) no son los realizados 
de rutina en el laboratorio y existen pocos juegos diagnósticos co-
merciales disponibles que hayan sido validados.  No obstante, se 
han desarrollados nuevos ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) e  
inmunocromatograficos que tienen como blanco la proteína NS1 
y que han revelado que pueden detectar altas concentraciones de 
este antígeno en muestras de pacientes con infección primaria o 
secundaria de dengue.72 Los métodos indirectos (serológicos) son 
los más comúnmente usados para el diagnóstico de la infección 
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por dengue debido a que su uso es mucho más fácil comparado 
con las técnicas de aislamiento en cultivo celulares o detección de 
RNA.73 Estos dependen de la detección de anticuerpos específi-
cos a dengue en el suero del paciente. Con esta finalidad, existen 
varios juegos de diagnósticos comerciales (ELISA) en los cuales 
es utilizado como antígeno el virus completo obtenido ya sea por 
cultivos celulares o tejidos de animales infectados ambos sustra-
tos altamente caros.74 Estos formatos de prueba rápida, continúan 
siendo costosos y a pesar de que algunos han ofrecido buenos re-
sultados, no se ha establecido ninguno como referencia. Además, 
pueden conducir  a un diagnostico errado debido a la reactividad 
cruzada entre los anticuerpos no dengue flavivirus específicos; 
lo cual hace necesaria la búsqueda de moléculas que remplacen 
el antígeno viral completo con el fin de lograr mayor sensibilidad 
y especificidad.75 En este sentido, una propuesta ha sido el uso de 
péptidos mimotópos obtenidos por TPFF, herramienta de gran uti-
lidad para el diagnóstico pues ha constituido una fuente alternativa 
de antígenos en la identificación de anticuerpos anti-dengue. 

La selección de péptidos que imitan epítopos del virus den-
gue han sido realizadas a través del mapeo de anticuerpos mono-
clonales (AcM) dirigidos al antígeno viral de interés o utilizando 
suero de individuos inmunes.  Como fue referido anteriormen-
te, las proteína de la envoltura (E) y la proteína no estructural 
1 (NS1) han sido las más estudiadas debido a la importancia de 
estas en la inmunidad y en la etiopatogenia de la enfermedad.76,77  
La NS1 representa un interesante blanco para el diagnóstico de-
bido a la presencia en la sangre de pacientes infectados principal-
mente desde el día 1 al 6 después del comienzo de los síntomas 
clínicos.78 Por ello, los primeros mapeos de AcM a dengue con 
esta tecnología, fueron dirigidos hacia aquellos específicos contra 
la  proteína NS1 del VD. A partir de estos estudios pudo ser iden-
tificada  la secuencia HRYSWK que corresponde a los residuos 
111-116 de esta proteína. Esta secuencia en un formato de pépti-
dos múltiples demostró ser especifica al serotipo 1 del VD  capaz 
de detectar anticuerpos en muestras de pacientes confirmados 
con esta enfermedad y manifestó también la influencia ejercida 
de una histidina en la posición 111 en  la actividad de unión al 
anticuerpo.79  Un nuevo AcM especifico contra la proteína NS1 
del VD2 y la aplicación de la TPFF con una biblioteca de pépti-
dos, hizo posible la identificación del epítopo serotipo específico 
para células B de este anticuerpo y permitió sintetizar un pép-
tido con esta secuencia motivo, que resulto crucial en la unión 
al anticuerpo. Este péptido sintético identifico muestras de suero 
de ratones y conejos inmunizados contra dengue además de di-
ferenciarlos de anticuerpos en ratones inmunizados con el virus 
de la encefalitis Japonesa.80 Varios de los péptidos identificados 
a partir de la proteína NS1 están en uso de forma exitosa como 
herramienta de diagnóstico para la detección de anticuerpos y 
prometen aplicaciones potenciales en el diagnóstico diferencial 
entre los flavivirus. 

La TPFF exponiendo péptidos se ha utilizado también para 
investigar el posible uso de anticuerpos con dominios variables 
de cadenas pesadas (anticuerpos VHH o nanoanticuerpos) como 
herramienta diagnostica  alternativa al uso convencional de los 
AcM. Los nanoanticuerpos representan los fragmentos más pe-
queños de la unión antígeno-anticuerpo pudiendo instaurar, 
dadas sus propiedades, las bases para una nueva generación de 
anticuerpos. Fátima  y colaboradores en 2014 generaron nanoan-
ticuerpos contra una proteína recombinante de NS1 del VD2 a 
partir de una biblioteca no-inmune de llama (Lama glama) y de-
terminaron los epítopos de unión de los anticuerpos VHH usan-
do la TPFF de una librería de péptidos. Estos nanoanticuerpos 
y AcM convencionales a esta proteína fueron usados y compa-
rados en la preparación de un juego diagnostico inmunocro-
matográfico rápido. Ambos anticuerpos reconocieron la misma 
región de la proteína NS1, sin embargo los anticuerpos VHH 
mostraron mayor sensibilidad y especificidad demostrando que 
estos anticuerpos son una opción en el desarrollo de  pruebas 

diagnósticas para la infección por VD.81

La TPFF exponiendo anticuerpos ha sido también utilizada, 
Cabezas y colaboradores a partir de una biblioteca universal de 
anticuerpos humanos de individuos no inmunizados, obtuvieron 
un total de 9 anticuerpos anti-dengue.  Siete de ellos fueron alta-
mente específicos para tres de los serotipos seleccionados (VD1, 3 
y 4). Uno de los fragmentos (seleccionado contra DEN-3) mostró 
reactividad cruzada contra DEN-1, mientras que otro (seleccio-
nado contra DEN-2) reaccionó con los cuatro serotipos. Estos 
patrones de especificidad y reactividad cruzada fueron confirma-
dos con un panel más amplio de cepas de los cuatro serotipos. 
Se logró la selección de fragmentos de anticuerpo contra epíto-
pos virales comunes dentro de cada serotipo reconocido, lo que 
apoya su aplicación en el diagnóstico y/o la tipificación del virus 
dengue.

La caracterización de seis de los fragmentos de anticuerpo 
como moléculas solubles (fuera del contexto de los fagos) confir-
mó sus propiedades de reconocimiento y demostró que reconocen 
al virus a concentraciones muy bajas (en el orden de los nmol/l), lo 
que indica una alta afinidad de las interacciones. El análisis de las 
secuencias de las regiones variables de estos primeros anticuerpos 
humanos seleccionados contra el virus dengue muestra una gran 
diversidad en su origen inmunogenético y aporta información va-
liosa sobre el repertorio de inmunoglobulinas humanas involucra-
das en el reconocimiento de este patógeno.82,83   

Humira o Adalimumab fue el primer anticuerpo terapéutico 
derivado de una biblioteca sobre fagos filamentosos que fue apro-
bado por la FDA (EUA) en el año 2002 para uso en humanos. Este 
anticuerpo tiene la capacidad de neutralizar al TNF-α y se utiliza 
actualmente para el tratamiento de la artritis reumatoide.84 Exis-
ten además otros anticuerpos o fragmentos derivados de ellos en 
estudios preclínicos y algunos más avanzados en diferentes fases 
de ensayos clínicos. Se caracterizan por su capacidad de neutrali-
zar citocinas, receptores de moléculas angiogénicas o patógenos 
completos, útiles para la terapia de diversos tipos de cáncer, en-
fermedades autoinmunes, alérgicas e infecciosas.85, 86

De la misma forma se ha demostrado que los fragmentos 
de anticuerpo aislados a través de la tecnología de presentación 
sobre fagos filamentosos pueden ser empleados en todas las téc-
nicas en las que normalmente se utilizan los AcMs derivados de 
la tecnología de hibridomas (ELISAs, western blot, inmunohisto-
química, inmunoflorescencia, citometría de flujo, entre otras).87,88 
Debido a que los fragmentos de anticuerpo pueden ser fácilmente 
modificados genéticamente, algunos de ellos se han fusionado a 
moléculas marcadoras.89,90 De esta forma se convierten en proteí-
nas bifuncionales, mantienen su capacidad de unión al antígeno 
diana y a la vez presentan actividad de marcaje. 

Conclusiones 
Al igual que otras metodologías de selección de afinidad, la 

Tecnología de presentación sobre fagos tienes sus limitantes. Para 
la obtención de nuevos agentes antimicrobianos, incluyendo pép-
tidos y anticuerpos este método obtiene con altas probabilidades 
moléculas de relativa baja afinidad y muchas de ellas carecen del 
principal atributo de ser antimicrobiano o necesitan modificacio-
nes para mejorar su actividad. Por ejemplo, la reconstrucción  de 
anticuerpos de tipo ScFv o Fabs en anticuerpos enteros utilizando 
células de mamífero, además péptidos catiónicos con actividad 
antimicrobiana generalmente muestran uniones no específicas y 
toxicidad en células de mamíferos.91  lo que limita la aplicación 
de la tecnología  para seleccionar desde bibliotecas de péptidos.

Para la mayoría de las indicaciones, una droga debe unirse a 
su molécula blanco con un grado razonable de afinidad. Aproxi-
madamente el 60 % de los proyectos para la búsqueda de nuevas 
moléculas fallan debido a que la molécula blanco no es la ideal o 
la seleccionada no posee una potencia real de unión al blanco y 
por ende de producir una función biológica.92 La Tecnología de 
presentación sobre fagos tiene como ventaja  que facilita los pro-



Bionatura     •     Volumen 1 / Número 1     •     http://www.revistabionatura.com

Aníbal Domínguez Odio, Rafael Pérez Polanco, Isbel González Marrero, Raiselys Toirac Proenza4 Yanelis Riquenes Garlobo, Yudit Rodriguez Coipel4, Isis Acosta Guevara28    

cesos de selección, para obtener sobre la molécula blanco aquellas 
de mayor afinidad y mejor  potencia (afinidad en el orden de nM) 
y que permita el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.93

En las moléculas de origen químico obtenido de la selección 
de compuestos sintéticos se obtienen normalmente afinidades 
con el blanco de un 50 % de la concentración efectiva (EC50s)/
IC50s en el rango de 1 a 5 μM. Se requieren muchos ciclos de dise-
ño de estructura, síntesis y ensayos de actividad para obtener mo-
léculas con una potencia en el orden de los nM, esta tarea toma 
frecuentemente muchos años y se necesita de un gran equipo de 
trabajo dedicado a la síntesis y la química médica. Además para 
muchos blancos no es fácil lograr con pequeños compuestos quí-
micos  sintéticos una actividad biológica elevada debido a que 
poseen una superficie de contacto limitada. En contraste el poder 
de las técnicas de ADN recombinante utilizando diversos ciclos 
de selección por afinidad y maduración con la tecnología de fagos 
permite obtener moléculas potentes en poco tiempo. A modo de 
comentario, es de notar que moléculas de alta afinidad y potencia 
no se obtiene rutinariamente de las bibliotecas de péptidos y an-
ticuerpos disponibles comercialmente.94 Mucho conocimiento de 
la molécula blanco y experiencia en las técnicas de biología mole-
cular son requeridas para el diseño de una biblioteca de péptidos 
o  anticuerpos. Además algunos péptidos o MAbs funcionan solo 
cuando forman parte integral de la proteína de la cápsida del fago 
u otro andamiaje proteico y no aislado solo en solución.95,96,16,97

Es cierto que la mayoría de los antibióticos y antivirales en 
el mercado farmacéutico actual o en desarrollo derivan de peque-
ñas moléculas químicas sintéticas, sin embargo hay una  serie de 
proyectos en tránsito de posibles candidatos a drogas a partir de 
bibliotecas sobre fagos. Hasta hace poco, la tecnología de expo-
sición en fagos fue utilizada para producir  MAbs de aplicación 
principalmente en las áreas de cáncer y las enfermedades infla-
matorias. Las disputas de patentes impidieron su amplio uso   y 
contribuyeron a la escasez de candidatos de  posibles anticuerpos 
en la clínica durante los años 1990. La selección  de bibliotecas 
naives o inmunizadas utilizando fagos permiten potencialmente 
desarrollar anticuerpos enteros contra agentes infecciosos y tie-
nen el potencial para el desarrollo de agentes anti infecciosos  de 
aquellos patógenos refractarios a los actuales tratamientos. Las 
tasas de transición exitosa de fase I  (prueba de seguridad) a fase 
II (prueba de eficacia) para todos los MAbs terapéuticos deriva-
dos de ratones transgénicos y de bibliotecas  de fagos son 87 % y 
94 %, respectivamente. Desde la  fase II hasta la aprobación por la 
FDA, los índices de éxito son 52 % y 37 %, respectivamente.15 Por 
lo tanto los MAbs obtenidos de bibliotecas de fagos tienen com-
parativamente  una tasa de 35 % de pasaje exitoso de fase I hasta 
su lanzamiento, comparado con un promedio  en la industria de 
un 12 % para un candidato de droga química sintética. Dado la 
escasez de nuevos agentes antimicrobianos y antivirales en el de-
sarrollo clínico o preclínico, creemos que es imperativo conside-
rar que las bibliotecas de péptidos o anticuerpos expuestos en el 
cápsida de los fagos filamentosos son una alternativa valiosa para 
de forma rápida obtener nuevas moléculas de uso clínico.
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