26 | Lunes 27 de Junio de 2016

;Comentarios y sugerencias?, sPreguntas sobre temas cientificos? CONTACTANOS: editorial @acmor.org.mx

i

B prEE U TR
o BT, &

Los Aptameros: ADN que se usa en sensores para la deteccion de comp
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Figura 1. Plegamiento de una cadena de ADN. Panel I. Como ciertos nucleotidos son estructuralmente complementarios, éstos se aparean y con-
secuentemente forman una doble hélice en la cadena de ADN. Panel Il. Una secuencia lineal de 30 nucleotidos con numeracion del 1 al 30. Panel
11l. La misma secuencia de nucleétidos en una estructura bidimensional mostrando las formas particulares generadas (asas, ciclos, ganchos,

protuberancias y tallos). Panel IV. Una estructura computarizada en 3D de la secuencia de nucleoétidos, la cual esta uniéndose especificamente a
un colorante organico (que se muestra en color verde).
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{Se hubieran imaginado que las
moléculas de ADN (que cons-
tituyen el material genético de
los organismos vivos) pudieran
actuar también como sondas en
sensores para detectar compues-
tos quimicos? Recordemos que
una sonda es una herramienta
que se utiliza para detectar una
sustancia particular.

Los aptameros son cadenas de

ADN (acido desoxirribonucleico)
o ARN (acido ribonucleico) con
una longitud de alrededor de 100
nucleétidos que poseen la carac-
teristica de unirse a compuestos
de interés con alta afinidad y es-
pecificidad. En términos genera-
les, la afinidad es la capacidad o
tendencia de dos especies dife-
rentes, y la especificidad se refie-
re a que una especie sélo se unira
con otra especie Unica. Los apta-
meros se descubrieron en 1990
por dos grupos de investigacion
independientes. Un grupo es-
tuvo formado por Larry Gold y
Craig Tuerk (del Hospital Gene-
ral de Massachusetts en Estados
Unidos de América), quienes des-
cubrieron que cadenas de ARN
se unian especificamente a una
proteina. El otro grupo estuvo
formado por Andrew Ellington y
Jack Szostak (de la Universidad
de Colorado en Estados Unidos
de América), quienes observaron
que cadenas de ARN se unian
de manera especifica a molécu-
las de colorantes que se utilizan
como aditivos en plasticos, comi-
da y bebidas. Estos ultimos au-
tores fueron quienes bautizaron
a dichas cadenas de ARN como
aptameros (el nombre proviene
del latin aptus - que quiere decir:
encajar, y del griego meros — que
quiere decir: parte).

Ahora, nos enfocaremos en
como los aptdmeros se unen
a las moléculas de interés (que
llamaremos a partir de ahora
“analitos”). Tanto el ADN como el
ARN estan constituidos por nu-
cledtidos, y éstos a su vez estan
compuestos de una base nitro-
genada (que puede ser adenina

[A], timina [T]/uracilo [U], citosina
[C] o guanina [G]), un azucar (que
puede ser ribosa o desoxirribosa)
y un grupo fosfato. Las bases ni-
trogenadas contienen atomos de
hidrégeno con la capacidad de
formar enlaces de hidrégeno con
otras bases nitrogenadas. Los en-
laces de hidrégeno constituyen
un tipo de interaccion molecular
que se ilustra en el panel | de la
Figura 1. Por ejemplo, en una ca-
dena de ADN constituida por 30
nucledtidos, como se ilustra en
el panel Il de la Figura 1, las bases
nitrogenadas podrian interac-
tuar unas con otras debido a que
la cadena se encuentra en cons-
tante movimiento. La interaccion
entre bases conduciria a la for-
macién de parejas Unicas, tales
como A con Ty G con C (panel |,
Figura 1). El emparejamiento de
bases permite a la secuencia de
nucleétidos que se generen for-
mas peculiares, tales como asas,
tallos, protuberancias y ganchos
(panel lll, Figura 1) lo que en con-
secuencia le confiere una estruc-
tura tridimensional (3D) Unica de
la secuencia de nucleétidos de la
cadena de ADN (panel IV, Figura
1). Esta estructura 3D Unica en
el espacio determinard si podra
unirse o no con un analito y qué
tan fuerte y especifica sera dicha
interaccién.

{Cémo saber qué aptamero (es
decir, secuencia de nucleétidos)
es el indicado para enlazar de-
terminado analito con una es-
tructura particular en el espacio?
La interaccién entre el aptamero
y el analito es por medio de in-
teracciones débiles, tales como
los enlaces de hidrégeno, las

fuerzas de Van der Waals (que
son fuerzas que corresponden a
interacciones muy débiles entre
moléculas polares) y/o interac-
ciones electrostaticas (que re-
sultan de la existencia de cargas
eléctricas entre las moléculas), asi
como por simple complementa-
riedad estructural, es decir, si las
estructuras 3D tanto del aptame-
ro como del analito empalman
geométricamente la una con la
otra. Cuando interactlan estas
dos moléculas ocurre un feno-
meno llamado “cambio confor-
macional”, que no es mas que
un ajuste de la estructura 3D del
aptamero después de unirse con
el analito. Comprendiendo la ma-
nera en como el aptamero inte-
ractua con el analito nos ayudara
a entender el método utilizado
para la identificacion de un de-
terminado aptamero. Los cientifi-
cos pioneros en el estudio de los
aptameros desarrollaron un mé-
todo eficaz para la identificacion
de secuencias de aptameros con
alta afinidad y especificidad hacia
el analito. Lo llamaron seleccién
in vitro o Evolucién Sistematica
de Ligandos por Enriquecimien-
to Exponencial (que se abrevia
SELEX, por sus siglas en Inglés).
Este método consiste en incubar
el analito con una poblacién de
aptdmeros muy diversa (que en
este caso vienen siendo los “Li-
gandos”), la poblacién esté cons-
tituida por aproximadamente
10" secuencias de aptameros di-
ferentes, es decir, un nUmero ex-
tremadamente grande. Y es que
entre mas diversa sea la pobla-
cién de aptameros, mayor sera
la probabilidad de encontrar un
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Figura 2. Esquema general del
método SELEX. El proceso consiste
en rondas repetitivas e iterativas de
incubaciones entre una poblacion
diversa de aptameros con el analito.
La 1ra ronda SELEX comienza con

la incubacion entre el analitoy la
poblacion diversa de aptameros. Los
lavados son requeridos para eliminar
a los aptameros no-afines al analito
o débilmente afines. La etapa de
elucion permite colectar los aptame-
ros con buena afinidad con el analito
para su posterior amplificacion por
PCR. El proceso de desnaturalizacion
es necesario para regenerar la estruc-
tura 3D de cada aptamero.

aptamero que se una al analito.
Se espera que después de la pri-
mera incubacidn (es decir, la 1ra
ronda SELEX) encontremos una
poblaciéon muy baja de aptame-
ros que presenten afinidad por
el analito. Para enriquecer esta
poblacion de aptameros se utili-
za la técnica de PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa por sus
siglas en inglés), que en general
permite obtener un gran nime-
ro de copias de un fragmento de
ADN particular, y en este caso de
multiplicar (o amplificar) la po-
blacién de aptdmeros con buena
afinidad hacia el analito. En una
2da ronda SELEX se utiliza esta
Ultima poblacién de aptdmeros,
lo que incrementara la rigurosi-
dad de la seleccién pues esta vez
separariamos a los aptdmeros
con mayor afinidad hacia el ana-
lito en comparacién con la 1ra
ronda SELEX. Nuevamente se en-
riquece esta Ultima poblacién de
aptadmeros por PCR y se procede
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con la 3raronda SELEX y asi suce-
sivamente, por lo que este méto-
do de seleccién ademas de ser
repetitivo, es iterativo, porque se
retroalimenta de la seleccién de
aptaremos anterior. Un diagra-
ma general del método SELEX se
muestra en la Figura 2.

Las propiedades de los aptame-
ros se parecen mucho a las de
los anticuerpos (que son protei-
nas que produce el sistema in-
munolégico del organismo para
reconocer, con alta afinidad y
especificidad, moléculas ajenas
al organismo de acuerdo con
su estructura 3D). Es decir, se ha
descubierto una alternativa para
imitar un proceso que ocurre de
manera natural en el sistema in-
munoldégico. Sin embargo, los
aptdmeros presentan ventajas
sobre los anticuerpos en el sen-
tido de ser utilizados como son-
das en sensores, estas ventajas
son la estabilidad a temperatura
ambiente, la regeneracion de
su estructura 3D, la facilidad de
marcar la secuencia de nucleé-
tidos con otras moléculas (es
decir, etiquetar quimicamente al
aptamero para su posterior iden-
tificacién) y, también, que no se
requieren organismos vivos para
su produccién como en el caso
de los anticuerpos, pues los ap-
tameros pueden ser sintetizados
quimicamente y a bajo costo.
Existe una gran variedad de ana-
litos que pueden ser estudiados
bajo la tecnologia de los aptame-
ros, que van desde moléculas de
bajo peso molecular, como son
los farmacos, hasta moléculas de

alto peso molecular, como son
las proteinas. Desde el descubri-
miento de los aptameros hasta
la fecha se han encontrado mu-
chas secuencias de aptdmeros
especificas a determinado anali-
to. Por lo tanto, el campo de sus
aplicaciones es amplio, por ejem-
plo, en aplicaciones clinicas y
terapéuticas se estan evaluando
aptameros que se unen a marca-
dores especificos de cancer para
diagnosticar e inhibir la prolife-
racion de células cancerosas; en
aplicaciones medioambientales
se han identificado aptameros
que detectan contaminantes
como el Bisfenol A (que es una
molécula utilizada en la industria
del plastico —ver mas adelante);
y en medicina ya se estd comer-
cializando un farmaco, basado
en un aptamero, para combatir
la degeneracion macular (que es
un problema en el ojo que impi-
de ver iméagenes nitidas y claras).
Esto evidentemente demuestra
la utilidad e impacto del uso de
aptameros como alternativa a
los métodos comunes de detec-
cién y evaluacién de sustancias a
nuestro alrededor.

En un caso particular de contami-
nacién ambiental, contaminan-
tes como las Sustancias Interrup-
toras Endécrinas (EDCs por sus
siglas en Inglés) han despertado
preocupacién en la sociedad de-
bido a que presentan un efecto
adverso en la salud de los ani-
males, incluyendo al ser humano
en el que alteran las funciones
del sistema enddcrino (ver en
esta misma secciéon de La Unién
de Morelos: Las Hormonas y sus
perturbaciones http:/www.ac-
mor.org.mx/?g=content/las-hor-
monas-y-sus-perturbaciones).
Este sistema estd formado por
glandulas que secretan hormo-
nas que regulan los procesos fi-
siologicos y de comportamiento,
por ejemplo, la testosterona (que

regula el desarrollo y caracteristi-
cas sexuales en machos, llamado
también efecto androgénico), el
estradiol (que regula el desarro-
llo y caracteristicas sexuales en
hembras, llamado también efec-
to estrogénico), la progesterona
(que es responsable de llevar a
cabo la etapa del embarazo, aun-
que también presenta efecto es-
trogénico), entre otras. Cuando se
ingieren EDCs se podrian alterar
los niveles de secrecién de hor-
monas en el organismo ya que
los EDCs imitan estructuralmen-
te a las hormonas. Generalmen-
te, estas sustancias son arrojadas
a los cuerpos de agua con los de-
sechos provenientes de las activi-
dades industriales y el abuso en
el uso de medicamentos por par-
te del ser humano. Se conoce que
la molécula de Bisfenol A (usado
en la elaboracion de plasticos) es
un potente agente estrogénico
porque imita a la hormona estra-
diol. Se han reportado casos en
aguas de rios en los que ciertos
peces presentan feminizacion, es
decir, malformacion en sus 6rga-
nos reproductores y apariencia
femenina. Entonces, el uso de
aptameros como sondas de re-
conocimiento molecular de este
tipo de contaminantes facilitaria
su deteccién y cuantificacion en
muestras de agua de manera efi-
cazy economica.

Un ejemplo reciente del uso
de aptdmeros es el trabajo que
realizamos en el Laboratorio de
Materiales Electroactivos y Fun-
cionales del Departamento de
Quimica de la Universidad de
Quebec en Montreal, Canada. En
dicho laboratorio estamos traba-
jando en el desarrollo de un dis-
positivo que usa aptameros para
la deteccién y cuantificacion de
ciertas hormonas de interés. Este
dispositivo, que hace uso de bio-
moléculas como el ADN, es lla-
mado cominmente “biosensor”.

En 2015, se publicé por vez pri-
mera (referencia 1) la elaboracion
de un biosensor electroquimico
para detectar especificamente a
la hormona progesterona (que
abreviaremos como P4). La P4 no
sélo interviene en diferentes eta-
pas del embarazo sino también
en el ciclo menstrual. Se usa tam-
bién en la produccion de pildoras
anticonceptivas y en la terapia
hormonal de la menopausia o
en casos de transgénero. La P4
también se encuentra presente
en machos pero en concentra-
ciones mucho menores que en
hembras.

El principio de operacion del
biosensor consistié en detectar
el cambio conformacional del
aptamero después de que se
unia con P4. Este cambio fue de-
terminado mediante una técnica
electroquimica conocida como
“impedancia electroquimica”, en
donde se mide el flujo de elec-
trones que llega a un electrodo a
través de un medio electrolitico
(que es una solucion de sales). En
el electrodo se fijan millones de
copias del aptamero y posterior-
mente se sumerge en la muestra
que pudiera contener P4 para
detectar su presencia y, de ser el
caso, determinar su concentra-
cién. Se cree que los aptameros
mantienen una conformacién
3D constante, y en consecuen-
cCia en este escenario, el flujo de
electrones serd constante tam-
bién. Una vez que el aptamero
se une con una molécula de P4,
éste cambiard su conformacién
3D originando que el flujo de
electrones cambie también (es
decir, que se vea “impedido” de
realizar la funcién electroqui-
mica). Aunque este comporta-
miento fue particular en nuestro
experimento, pudiera ocurrir el
proceso contrario, es decir, que
haya un mayor flujo de electro-
nes después de la unién del ap-
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tamero con el analito. El punto es
que el cambio en el flujo de elec-
trones se puede correlacionar di-
rectamente con la concentracion
del analito en la muestra (ver la
Figura 3), y este cambio es medi-
do como una sefial de voltaje por
el instrumento analitico utilizado
en el laboratorio. Y asi de simple
podriamos cuantificar niveles de
P4 en varias muestras. En nues-
tros ensayos hemos logrado de-
tectar P4 a concentraciones tan
bajas como 0.9 ng/mL, algo asi
como detectar la hormona des-
pués de arrojar 2 g en una alber-
ca olimpica.

Con base en nuestros resulta-
dos, concluimos que el uso de
aptameros como sondas de bio-
reconocimiento molecular pro-
mete mejoras en los métodos de
deteccién comunes en términos
de sensibilidad, manipulacién y
bajo costo, lo que promueve a
continuar con la investigaciéon
relacionada con los aptdmeros.
Para los lectores interesados en
este tema, en la bibliografia se in-
cluyen algunas paginas web que
contienen mayor informacién so-
bre los aptameros e interruptores
enddcrinos.
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Figura 3. Esquema general del mecanismo del biosensor de progesterona (P4), el diametro de los electrodos es de apenas de 2 mm. A la izquierda
se aprecia la conformacion de los aptameros (en color verde) antes de unirse a P4, esta conformacion permite un mayor flujo de electrones (lineas
verticales de color amarillo). A la derecha se observa como la conformacion de los aptameros ha cambiado tras unirse con P4 (que se muestra en
color rojo), el flujo de electrones se ve impedido por una conformacion mas voluminosa, lo que causa que menor cantidad de electrones llegue al
electrodo de oro. El flujo de electrones (que es la corriente eléctrica) es medido por un potenciometro en lecturas de voltaje.





