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RESUMEN

Los aptdmeros son acidos nucleicos de cadena sencilla, ADN o ARN, que reconocen una
gran variedad de moléculas. Cada aptamero posee una estructura tridimensional particular
que le permite unirse con afinidad y especificidad altas a la molécula diana. Los aptdmeros
tienen propiedades de reconocimiento equiparables a las de los anticuerpos; sin embargo,
por la naturaleza de su composicidén tienen ventajas significativas en cuanto a su tamano,
produccién y modificacién. Estas caracteristicas los hacen excelentes candidatos para
el desarrollo de nuevas plataformas biotecnoldgicas. Se han identificado aptdmeros con
propiedades terapéuticas que han sido evaluados exitosamente en modelos animales; entre
ellos, algunos se encuentran en fase clinica y uno ya fue aprobado para tratamiento por la
FDA (Food and Drug Administration). Todos estos avances ocurridos durante las dos tltimas
décadas permiten anticipar el protagonismo que tendran los aptdmeros como agentes
diagnésticos y terapéuticos en un futuro cercano.
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SUMMARY

Aptamers: diagnostic and therapeutic agents

Aptamers are single-stranded DNA or RNA molecules that recognize a variety of target
molecules with high levels of affinity and specificity, due to their particular three-dimensional
structure. They are similar to antibodies regarding the recognition process. However, they
offer significant advantages over antibodies based on their size, ease of production and
various chemical modifications. Thus, they are excellent candidates for developing new
biotechnological platforms. Up to date, several aptamers with therapeutic properties have
been successfully evaluated in animal models and clinical trials. Moreover, one of them has
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already been approved by the FDA. Advances during
the last two decades allow to foresee that aptamers
will play a Rey role as diagnostic and therapeutic
agents in the near future.

KEY WORDS

Biological Markers; Biomedical Research; Biological
Therapy: Clinical Diagnostic; Clinical Medicine;
Nucleic Acids; Therepeutical Approaches

INTRODUCCION

Losaptamerosson dcidosnucleicos de cadena sencilla,
ADN o ARN, con una estructura tridimensional
especifica que les permite unirse con alta afinidad
a la molécula diana. Etimoldgicamente el término
aptdmero proviene del latin aptus que significa ‘fijar’
o ‘unir’ y del griego meros que significa ‘particula’. En
1990, dos grupos diferentes identificaron el método
para la generacion de aptdmeros denominado SELEX
(por la sigla en inglés de systematic evolution of
ligands by exponential enrichment) (1,2). Este método
utiliza la quimica combinatoria para la seleccion de
acidos nucleicos sintéticos con alta afinidad por su
molécula diana. La quimica combinatoria consiste en
la sintesis de un namero significativo de moléculas de
estructurasimilar que forman colecciones (bibliotecas)
consiguiendo una gran diversidad quimica, y en la cual
se puede tamizar una molécula diana para encontrar
miembros (es decir, secuencias) de dicha biblioteca
que presenten afinidad (3). En SELEX, estas secuencias
individuales se han denominado aptdmeros. EI
método SELEX (figura 1) consiste en la seleccion de
los miembros de una biblioteca (aproximadamente
10" secuencias diferentes) que se unen a la molécula
diana. Se puede dividir este método en tres pasos
principales: 1) la interaccion entre los miembros de la
biblioteca y la molécula diana; 2) la seleccion de los
miembros que poseen afinidad por la molécula diana
y 3) el enriquecimiento de la biblioteca mediante
amplificaciéon usando PCR (por la sigla en inglés
de polymerase chain reaction). La composicion
natural de los aptameros incluye ADN y ARN. Sin
embargo, se han incorporado satisfactoriamente
al proceso enzimdtico o de sintesis secuencias con
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acidos nucleicos modificados. Estos ultimos han sido
evaluados exitosamente mediante ensayos in vitro o
modelos in vivo (4). En el caso de ADN-SELEX (5), la
doble cadena se separa y una de sus cadenas sencillas
es la forma funcional de la biblioteca. En ARN-SELEX
(6) se requieren la transcripcidn para hacer funcional
la biblioteca partiendo de ADN y la transcripcion
reversa para enriquecerla posteriormente mediante
PCR (7).

La posibilidad de obtener aptdmeros bajo condiciones
diferentes a las fisiologicas abre la puerta para la
seleccion de elementos de reconocimiento en
condiciones no convencionales. Un ejemplo de
la versatilidad en este aspecto es la toxicidad de
una molécula diana. La seleccidn de aptdmeros
no se ve limitada en ningin caso por la toxicidad
u otras condiciones diferentes a las fisioldgicas,
dado que el proceso se lleva a cabo in vitro. Esta
es una ventaja de los aptameros con respecto a los
anticuerpos, que generalmente solo pueden ser
generados en condiciones fisioldgicas (8), en Ilas
que la toxicidad es un factor determinante. Por lo
anterior, es poco probable o no viable el desarrollo
de anticuerpos para un gran numero de toxinas. En
la actualidad se ha seleccionado un buen numero
de aptdmeros que reconocen una gran variedad de
moléculas diana (9), entre las cuales se encuentran:
toxinas, compuestos inorganicos y organicos,
nucledétidos y sus derivados, cofactores, aminoacidos,
carbohidratos, antibidticos, péptidos y proteinas, al
igual que estructuras complejas como celulas (7). Esta
diversidad de aptameros, aunada al hecho de que su
seleccidn se hace sin importar el pH o la toxicidad de
la molécula diana, lleva a considerar el SELEX como
un método genérico (10) que tedricamente permitiria
seleccionar aptameros para cualquier molécula bajo
las condiciones elegidas.

La afinidad de los aptdmeros se encuentra muy
frecuentemente en un rango bajo de nanomolaridad,
similar a la reportada para los anticuerpos (11). En los
aptameros la afinidad esta ligada al niamero de ciclos
de SELEX que se lleven a cabo y a la efectividad del
proceso de separacion de secuencias que se unen
con alta o baja afinidad a la molécula diana. En
algunos casos ha sido posible obtener aptdmeros con
afinidades destacadas que evidentemente superan a
los anticuerpos y para las que se reportan valores de
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un digito picomolar (12). La especificidad mostrada
por los aptdmeros es otra caracteristica interesante
de estos elementos de biorreconocimiento, que se
evidencia en su capacidad para diferenciar cambios
estructurales minimos entre la molécula diana y
moléculas inespecificas. Un ejemplo claro de esta
caracteristica es el aptdmero antiteofilina, que
distingue especificamente la teofilina de la cafeina,
a pesar de que solo un grupo metilo diferencia estas
dos moléculas (13). En la mayoria de las aplicaciones
médicas, se logran altos niveles de afinidad y
especificidad utilizando anticuerpos (14), pero
existen limitaciones en el uso de estos en diversas
pruebas clinicas. Algunas de estas limitaciones estan
relacionadas principalmente con su produccién (se
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requieren animales o células), variabilidad de cada
lote de anticuerpos (15), frecuente inmunogenicidad,
su tamano que dificulta el acceso a compartimentos
biolégicos pequefios y su susceptibilidad en
procesos de desnaturalizaciéon (12). En contraste,
los aptdmeros se seleccionan in vitro y se generan
de forma reproducible utilizando procedimientos
convencionales de sintesis en fase solida con el
método de la fésforo-amidita (16). De igual forma,
se los puede modificar facilmente en el proceso de
sintesis para mejorar su estabilidad frente a nucleasas
o adicionarles grupos funcionales (ejemplo: grupos
fluorescentes) para incrementar su aplicabilidad
(17). La tabla 1 muestra las principales ventajas y
desventajas en el uso de aptdmeros y anticuerpos.
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Figura 1. SELEX (systematic evolution of ligand by exponential enrichment). A) El inicio consiste en la sintesis quimica de la biblioteca,
que contiene aproximadamente 10" secuencias diferentes. B) La biblioteca y la molécula diana entran en contacto y solo los
miembros con afinidad permanecen unidos. C) Se separan los miembros de la biblioteca que se uneny se descartan las secuencias
con poca afinidad por la molécula diana. D) Enriquecimiento mediante PCR en las bibliotecas de ADN o por transcripcion reversa
y PCRen el caso de las bibliotecas de ARN. E) Comienza un nuevo ciclo, que se repetira hasta encontrar bibliotecas que contengan
un grupo indeterminado de secuencias que se unen a la molécula diana. F) Secuenciacién del dltimo ciclo para determinar las

secuencias individuales con alta afinidad
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Ventajas

Tabla 1. Principales ventajas y desventajas de los aptameros y anticuerpos

Aptameros

Produccion sencilla y reproducible

Pueden ser modificados para incrementar su estabilidad
frente a nucleasas (acidos nucleicos modificados) y tam-
bién para aumentar su tamano (pegilacidn) y evitar la rapi-
da filtracién renal

Pueden ser desnaturalizados y utilizados repetidamente
Pueden ser seleccionados en condiciones fisioldgicas y no
fisioldgicas

No son inmunogénicos

Su aplicacion clinica esta en los primeros pasos

Por su tamano (5-20 Kda) son eliminados rapidamente por
filtracién renal, generalmente se requieren modificaciones
para alcanzar niveles terapéuticos

Son degradados por nucleasas en ambientes fisiolégicos,
generalmente deben ser modificados para uso clinico
SELEX es un método patentado que requiere pago de pro-

Anticuerpos

Son las moléculas mas ampliamente usadas en te-
rapia y diagndstico clinico

Su tamano (~150 Kda) reduce su eliminacién me-
diante filtracion renal, y generalmente su vida me-
dia es suficiente para la accion terapéutica

Son muy estables en condiciones fisioldgicas, no
presentan degradacién por nucleasas

Pueden producirse sin pago de propiedad intelec-
tual

Producciéon dependiente de animales o células
(variabilidad en cada lote)

Su modificaciéon genera en muchos casos reduc-
cién o pérdida de su capacidad de reconocimiento
Cualquier episodio de desnaturalizaciéon general-
mente reduce o anula su capacidad de reconoci-
miento

Desventajas

piedad intelectual para uso comercial

Se ha explorado la utilizacién de aptdmeros como
elementos de biorreconocimiento en el desarrollo
de numerosos tipos de biosensores, integrandolos
de forma eficiente a distintos sistemas transductivos
(18-20). Una ventaja de los aptdmeros en el desarrollo
de biosensores es la estabilidad durante su vida util,
que es generada por su naturaleza quimica. Los
aptdmeros pueden ser desnaturalizados mediante
aumento de la temperatura o del pH, pero luego
pueden retornar a su estado activo utilizando las
condiciones Optimas de reconocimiento (buffer,
temperatura, etc.) (21). Todo lo anterior contrasta
con los anticuerpos en los que cualquier episodio
de desnaturalizacién generalmente les produce una
pérdida en la capacidad de reconocimiento y por lo
tanto en su funcidén en un sensor (22).

Es de destacar que algunos aptameros han sido
adaptados exitosamente a métodos convencionales
como ELISA (23), PCR (24), citometria de flujo
(25) y microscopia de fluorescencia (26). De igual
forma, algunas técnicas mucho mas sofisticadas
han incorporado los aptameros como moléculas de
reconocimiento; entre ellas se encuentran SPR (por
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- Solo pueden ser seleccionados en condiciones fi-
siolégicas

- La inmunogenicidad es un problema asociado al
uso de anticuerpos

la sigla en inglés de superficial plasmon resonance)
(27) y AFM (por la sigla en inglés de atomic force
microscopy) (28). Uno de los ejemplos maés claros de
la flexibilidad que ofrecen estos &cidos nucleicos es el
aptamero antitrombina (TBA, por la sigla en inglés de
thrombin-binding aptamer): es una secuencia de ADN
con 15 oligonucledétidos (5-GGTTGGTGTGGTTGG-3")
y es posiblemente el aptdmero mas popular y con
el mayor numero de aplicaciones cientificas, con
mas de 400 publicaciones. TBA fue seleccionado por
Bock y colaboradores (29) y desde entonces se lo
ha utilizado como modelo en diversas aplicaciones
nanotecnoldgicas (30,31). Una particularidad de este
aptamero es su estructura G-cuadruple (figura 2), que
ha facilitado su adaptacion a diferentes biosensores
entre los que se destacan los de tipo Optico (32),
fluorescente (33) y electroquimico (21). Con la idea
de profundizar en el diagndstico clinico y la terapia
basados en aptdmeros, hemos seleccionado un
ejemplo representativo en cada caso. Analizaremos
los aptameros anti-IgE y anti-VEGF en los contextos
diagnostico y terapéutico, respectivamente.
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Figura 2. A) Esquema de la estructura G-cuadruple de TBA. B) Estructura 3D de TBA, utilizando resonancia magnética
nuclear. C) Su interaccién con trombina (gris). Las guaninas estan representadas en verde y las timinas en azul

Aptameros en el diagnostico clinico

A pesar de los grandes avances en la identificacion de
aptameros y la utilidad demostrada como moléculas
de biorreconocimiento, solo en algunos casos se los
ha utilizado en el diagndstico en muestras clinicas.
Por esa razon, se puede decir que aun falta un paso
definitivo que genere evidencia sobre su aplicabilidad
en dicho diagndstico. Sin embargo, un gran avance
en esta direccion lo estan llevando a cabo Gold y
colaboradores (34). Recientemente han descrito
un sensor proteémico basado en aptdmeros que
mide simultdneamente 813 proteinas diferentes
provenientes de una pequefia muestra de sangre. La
efectividad clinica de este multisensor se demostré
mediante la identificacién del perfil de proteinas de
enfermedades como Ia falla renal crénica y el cdncer
de pulmon. Es, sin duda, un buen comienzo para la
entrada definitiva de los aptdmeros en el campo del
diagndstico clinico. Otro buen ejemplo en este sentido
es el aptdmero anti-IgE que se utilizd en la identificacion
de IgE presente en el suero sanguineo de 50 muestras
clinicas (35). Utilizaremos este aptdmero como modelo
ilustrativo de la aplicabilidad de estos elementos de
biorreconocimiento en muestras clinicas.

Aptamero anti-IgE

Las personas que sufren cuadros alérgicos presentan
con frecuencia niveles elevados de IgE comparadas

con las no alérgicas. Por o tanto, se puede deducir
la importancia de cuantificar los niveles de IgE
en el tratamiento de un episodio alérgico (36).
La determinacién de IgE se hace generalmente
mediante ELISA o radioinmunoanalisis (RIA). Sin
embargo, estos métodos son COstosos y consumen
mucho tiempo (37). Partiendo de la necesidad de una
detecciéon de IgE mucho maés réapida y confiable, Yao
y colaboradores desarrollaron un sensor basado en
aptameros que mide en 15 minutos los niveles de IgE,
de forma especifica y reproducible (35). Este sensor
utiliza una microbalanza de cristal de cuarzo en la
que previamente se ha inmovilizado el aptdmero
anti-IgE. Una vez que dicho aptdmero reconoce
la IgE en solucion (suero), el biosensor traduce su
nivel que es directamente proporcional a la masa
depositada en ¢éI (figura 3). Este tipo de dispositivos
abre una puerta hacia la utilizacién generalizada de
aptdmeros en muestras clinicas, campo en el que
aun predominan los anticuerpos como moléculas
de biorreconocimiento. Es posible entonces, que la
tecnologia basada en aptameros sea una alternativa
futura para el diagndstico clinico, cuando se generen
sensores eficientes y de bajo costo que puedan
competir con los métodos convencionales.
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Figura 3. Esquema de la deteccion de IgE utilizando aptdmeros: el dispositivo desarrollado por Yao y colaboradores utiliza
una microbalanza de cuarzo, en la que previamente se inmoviliza el aptdmero anti-IgE (A). Se inyecta el suero sanguineo
(B) y la IgE presente en la muestra se detecta por el aptdmero anti-IgE. La union entre el aptamero anti-IgE y la IgE
presente en la solucién genera un aumento de la masa en la superficie del sensor (C). Este cambio de masa se traduce en
un cambio de frecuencia (sefial) que es directamente proporcional a la concentracién de IgE

Aptameros como agentes terapéuticos

Los aptameros han tenido un gran impacto en
el desarrollo de nuevas terapias; se destacan las
orientadas a las enfermedades hematoldgicas (38),
el cancer (39) y la infeccion por VIH (40). En la
revision llevada a cabo por Keefe y colaboradores,
se recopilaron los aptdmeros mas destacados en
modelos terapéuticos (12). Los aptdmeros se pueden
usar en dos formas diferentes en el desarrollo de
procesos terapéuticos: 1. Como moléculas efectoras
para reconocer un receptor y ejercer directamente
la funcién terapéutica (41); 2. Como vehiculos para
la entrega de una molécula secundaria. En este caso,
se utiliza el aptamero Unicamente como elemento
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de biorreconocimiento, que es modificado con
la molécula secundaria encargada de la accion
terapéutica (42,43). Dada la facilidad de modificacion
de los aptdmeros, incluso en el proceso de sintesis,
actualmente estdn compitiendo con péptidos (44) y
anticuerpos (45) en el desarrollo de nuevos enfoques
terapéuticos, lo que evidencia el notorio avance
logrado durante los ultimos afios en este campo.
En la actualidad ocho aptdmeros se encuentran en
fase clinica y uno ya fue aprobado para uso clinico
(tabla 2). Este ultimo es el aptamero anti-VEGF (por la
sigla en inglés de vascular endothelial growth factor)
y lo analizaremos mas detenidamente a manera de
ejemplo.
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Tabla 2. Aptameros en fase clinica

Aptamero Molécula diana Uso/Indicacion Fase clinica Ref.
Pegaptanib -sédico VEGF,, Degeneracion macular asociada a la Aprobado [46]
(Macugen®) edad (DMAE)

Retinopatia diabética Fase llI [47]
Oclusion de la vena retiniana Fase Il [48]
ARC1779 (Archemix) Factor von Willebrand  Microangiopatia trombética Fase Il [49]
E10030 (Ophthotech) PDGF-B DMAE Fase Il NCTO1-
089517
AS1411 -AGROO001 Nucleolin Leucemia mieloide aguda Fase Il [50]
(Antisoma —
Archecmix)
REG-1 - RB006/RB007 Factor IXa Intervencién coronaria percutdnea Fase ll [51]
(Regado Bioscience)
NU172 (ARCA Trombina Cirugia de derivacion de las arterias Fase Il [52]
Biopharma) coronarias
ARC1905 C5 DMAE Fase [53]
(Ophthotech)
NOX-A12 (NOXXON SDF-1a Linfoma Fase | [54]
Pharma)
NOX-E36 (NOXXON CCL2 Diabetes tipo 2 y nefropatia diabética Fase | [54]
Pharma)
Aptamero anti-VEGF (59). Los reportes de la utilizaciéon de este aptdmero

El anti-VEGF (pegaptanib - Macugen®) es el primer
aptdmero aprobado por la FDA y se lo utiliza en el
tratamiento de la degeneracién macular asociada a la
edad (DMAE) (55,56). Esta enfermedad oftalmoldgica
se caracteriza por el deterioro de la macula, tejido
de color amarillento sensible a la luz, localizado en
el centro de la retina, cuya funcion estd ligada a la
nitidez visual; por lo tanto, estd encargado de las
percepciones visuales finas (57). El proceso patologico
consiste en la pérdida de nitidez y agudeza visuales.
De hecho, la DMAE es la principal causa mundial de
ceguera (58). Por esta razén, se han hecho esfuerzos
significativos para el desarrollo de nuevas terapias
para esta enfermedad. Una de las estrategias se basa en
utilizar el aptdmero anti-VEGF inyectado intravitreo
que reconoce la molécula VEGF , lo que inhibe la
unién a su receptor natural y es asi como se genera el
proceso terapéutico, porque se evita la proliferacion y
migracion de vasos sanguineos hacia el humor vitreo

son promisorios: ha generado una inhibicién de 65%
y 80% en modelos animales y 80% de los pacientes que
participaron en las pruebas clinicas se estabilizaron o
mejoraron después de tres meses de tratamiento (49).
En la actualidad més de 50.000 pacientes han sido
tratados con pegaptanib con resultados satisfactorios
(49). Con base en aptdmeros hay, sin Iugar a dudas,
una posibilidad real de desarrollar nuevos enfoques
terapéuticos y cabe destacar que se estan adelantando
pruebas clinicas para otros aptdmeros de los que se
tendran noticias en los préximos afos. Esperamos
entonces que el aptdmero anti-VEGF sea solo el inicio
de una generacion de nuevos agentes terapéuticos.

CONCLUSION

Los aptameros son moléculas muy versatiles que se
han adaptado a diversas plataformas de deteccién,
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contribuyendo a mejorar el campo de los biosensores.
Entre sus prinicipales ventajas se encuentran la
toxicidad e inmunogenicidad bajas y la facilidad para
producirlos y modificarlos. En cuanto a su aplicacién
en muestras clinicas aun esté en los primeros pasos. Sin
embargo, recientemente se han informado indicios
significativos del potencial en este campo. Desde el
punto de vista terapéutico, se los puede considerar
como los nuevos candidatos en el desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas. Dado el numero de
aptdmeros que se encuentran actualmente en fase
clinica, es muy probable que un numero significativo
de ellos esté disponible comercialmente en un futuro
cercano. Hay muchos puntos por mejorar en esta
nueva plataforma tecnoldgica, pero Ilos avances
significativos en los ultimos afos, tales como la
incorporacion enzimética de é&cidos nucleicos
modificados, o las modificaciones post-SELEX, que
aumentan la estabilidad en ambientes fisioldgicos,
permiten anticipar que los aptameros serdn utilizados
como elementos genéricos de reconocimiento
que podrian solucionar algunas de las dificultades
terapéuticas actuales.
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