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Resumen

Gracias al desarrollo de la seleccion in vitro de &cidos nucleicos se han descubierto nuevas
capacidades funcionales del RNA, aumentando asi la plausibilidad de la hipétesis del “Mundo
RNA’. Esta metodologia también ha permitido obtener aptameros de RNA y ssDNA, que se unen a
diferentes moléculas diana con elevada afinidad y especificidad. Actualmente, los aptameros
tienen numerosas aplicaciones en biotecnologia y biomedicina.

Summary

Since the development of in vitro selection of nucleic acids new functional capabilities of RNA have
been discovered, thereby increasing the plausibility of the ‘RNA World’ hypothesis. This
methodology has also allowed researchers to select RNA and ssDNA aptamers that bind to
different target molecules with high affinity and specificity. Aptamers are currently used in a wide
array of applications in biotechnology and biomedicine.
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Con el comienzo de la era de la biologia molecular a mediados del siglo XX, una de las
preguntas que surgieron fue si los procesos evolutivos podrian producirse en sistemas
muy simples, que no contuvieran células ni virus sino Unicamente biomoléculas. La
primera aproximacion experimental relevante en este campo fue publicada por Sol
Spiegelman en 1967. En sus experimentos utiliz6 la molécula de RNA de cadena sencilla
y 4.217 nucleétidos de longitud que constituye el genoma del bacteriéfago Qf, un virus
que infecta a E. coli. Al replicar dicho genoma utilizando la RNA polimerasa viral
mediante pases seriados en tubos de ensayo, ademas de irse acumulando RNA de
longitud completa aparecian moléculas de RNA subgenémico cada vez mas cortas, que
se replicaban a mayor velocidad. Asi se llegé hasta una secuencia de solo 220
nucleétidos que contenia la zona de uniéon de la polimerasa viral: un RNA obtenido en el
laboratorio que comenzé a conocerse como “Monstruo de Spiegelman”. Este resultado
mostraba que los acidos nucleicos pueden replicarse fuera del entorno celular y sugeria
gue procesos similares tal vez ocurrieron antes de la aparicion de las primeras células
viables. Con ello se iniciaba una nueva disciplina experimental: la evolucion de acidos
nucleicos in vitro.

Durante ese mismo afio y el siguiente, Carl R. Woese, Leslie Orgel y Francis H.C. Crick
publicaron independientemente tres articulos en los que planteaban que el RNA fue
anterior a las proteinas y al DNA en el origen de la vida. Esta idea, ya sugerida por
Alexander Rich en 1962, se basaba en evidencias extraidas de la biologia, entre ellas
gue la biosintesis de proteinas en los ribosomas no puede realizarse en ausencia de
RNA, y que los ribonucleétidos son precursores de los desoxirribonucleétidos en las
rutas metabdlicas. A principios de la década de 1980, la pluripotencialidad del RNA se
demostrd gracias al descubrimiento de los primeros RNAs cataliticos (denominados
“ribozimas” por analogia a las enzimas proteicas) por Thomas R. Cech (los intrones
autocataliticos del grupo I) y SidneyAltman (la RNasa P). En 1986, Walter Gilbert publicé
un breve articulo que planteaba la hipdtesis del “Mundo RNA”, segun la cual antes de la
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aparicion de las primeras células con DNA-RNA-Proteinas
(hace tal vez 3.700 millones de afos) pudieron existir
protocélulas en las que el RNA seria el anico biopolimero
funcionando como archivo de informacién genética y como
catalizador de reacciones metabdlicas (revisado en Ruiz-
Mirazo et al., 2014). Entonces, la pregunta clave pas6 a
ser: ¢qué capacidades funcionales pudo (y puede) tener el
RNA?

Para intentar responderla se volvié al campo de la
evolucién en el tubo de ensayo, una vez que se habian
optimizado sistemas in vitro para amplificar DNA
(mediante PCR), transcribir DNA a RNA (IVT) vy
retrotranscribir RNA a DNA (RT), asi como para sintetizar
guimicamente poblaciones de oligonucledtidos con
regiones de secuencia aleatoria. Con ello, en 1990 se
comunico la puesta a punto de la tecnologia de seleccion
in vitro de RNA, mediante un proceso iterativo de
amplificacion-seleccion que se denomind Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment o
“SELEX” (Tuerkand Gold, 1990). Las moléculas de RNA
asi generadas se denominaron “aptameros”, por
combinacion del adjetivo latino aptus (que significa
“encajado”) y el sufijo griego meros (“‘unidad” o “particula”)
(Ellington and Szostak, 1990).
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Figura: Esquema del proceso seguido para obtener aptdmeros
mediante seleccién in vitro de RNA (modificado de Ruiz-Mirazo
et al., 2014).

En la actualidad, los aptameros se definen como &cidos
nucleicos de cadena sencilla (RNA o ssDNA) obtenidos in
vitro mediante procesos de seleccién o evolucion (en estos
ultimos se introducen fuentes adicionales de variabilidad
genética durante la amplificacién, mediante mutacién o
recombinacion), que tienen capacidad para unirse con
elevada afinidad y especificidad al ligando deseado.
Ademdas de numerosos tipos de aptameros, mediante
SELEX se han generado diferentes ribozimas artificiales
(que se suman a los ocho tipos de ribozimas naturales
conocidas) y también enzimas de ssDNA o “DNAzimas”
(que no existen en la naturaleza). Con ello se ha ampliado
la posible versatilidad funcional de los &cidos nucleicos
durante el origen y la evolucién temprana de la vida, y en
paralelo se han obtenido novedosas herramientas
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moleculares con aplicabilidad creciente en biomedicina y
biotecnologia (Sun and Zu, 2015).

Las dianas que pueden ser reconocidas por los aptameros
de RNA o ssDNA son muy variadas en cuanto a tamafio y
complejidad, incluyendo moléculas de bajo peso
molecular, proteinas, acidos nucleicos, agregados
macromoleculares, células o tejidos. La afinidad de un
aptamero por su ligando puede igualar e incluso superar a
la de un anticuerpo monoclonal por su antigeno. Ademas,
se pueden generar aptdmeros frente a moléculas téxicas o
poco inmunogénicas, y al ser obtenidos in vitro no se
requieren animales de experimentacion y se evitan las
diferencias entre lotes. Una vez producidos, se pueden
optimizar in vitro e in silico para obtener el “aptdmero
minimo” funcional (Gragoudas et al.,, 2004; Sanchez-
Luque et al., 2014). Como son acidos nucleicos, los
aptameros pueden amplificarse enzimaticamente y es
posible modificarlos con grupos funcionales que
incrementen su estabilidad y resistencia a nucleasas (un
tema relevante en el caso de los aptameros de RNA), o
para incluir distintos tipos de marcaje.

Gracias a todo ello, desde hace dos décadas los
aptameros son cada vez mas utilizados en investigacion
basica y aplicada. En concreto, se han mostrado muy
Utiles como sondas de bio-reconocimiento en biosensores
(conocidos genéricamente como “aptasensores”) y nano-
biosensores de distintos tipos (Ku et al., 2015). El salto de
los aptdmeros desde la ciencia basica a las aplicaciones
biotecnolégicas se produjo en 2004, cuando la FDA
aprobé el pegaptanib como el primer aptdmero de uso en
terapia humana (comercializado con el nombre de
“Macugen®”), para el tratamiento de la degeneracion
macular asociada a la edad (Gragoudas et al., 2004).
Actualmente, decenas de aptameros se encuentran en
distintas fases de investigacion preclinica y clinica, por lo
que es previsible que a corto o medio plazo constituyan
alternativas terapéuticas Utiles para el diagndstico y
tratamiento de diferentes enfermedades. La evolucién in
vitro de acidos nucleicos, una disciplina cientifica surgida
para investigar sobre el pasado mas remoto de la vida,
tiene ante si un prometedor futuro.
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