NOBEL DE QUIMICA 2018

Una (r) evolucién en quimica

El poder de la evolucion se revela a través de la diversidad de la vida. EI Premio Nobel de
Quimica 2018 se oforga a Frances H. Arnold, George P. Smith y Sir Gregory P. Winter por
la forma en la que han desentrafiado algunos de los mecanismos usados en el proceso evoluti-
vo y los han utilizado en beneficio de la humanidad. Las enzimas desarrolladas por la evolucion
se usan ahora para producir biocombustibles y farmacos, entre otras cosas. Los anticuerpos
desarrollado, utilizando el método llamado phage display, pueden combatir las enfermedades
autoinmunes y, en algunos casos, curar el cancer metastasico.

Vivimos en un planeta donde actua una fuerza poderosa: la evolucion. Desde que aparecieron los primeros
seres vivos, hace unos 3700 millones de afios, toda la Tierra ha sido colonizada por organismos adaptados
a su entorno: liquenes que viven en laderas de montafias desnudas, arqueas que prosperan en aguas ter-
males, reptiles adaptados a la vida en desiertos y medusas que brillan en la oscuridad de los océanos mas
profundos.

En el colegio, y en la asignatura de biologia, aprendemos cosas sobre estos organismos, pero cambiemos
de perspectiva y mirémosles desde el punto de vista de la quimica. La vida en la Tierra existe porque la
evolucién ha resuelto numerosos y complejos problemas quimicos. Todos los organismos pueden extraer
materiales y energia de su propio nicho ambiental y utilizarlos para sintetizar los compuestos que necesitan.
Los peces pueden nadar en los océanos polares gracias a las proteinas anticongelantes que tienen en su
sangre y los mejillones pueden adherirse a las rocas porque han desarrollado un pegamento capaz de ac-
tuar bajo el agua, por dar algunos ejemplos.

La asombrosa quimica de la vida estd programada en nuestros genes, lo que permite que se herede y se

desarrolle. Pequefios cambios aleatorios en los genes pueden producir cambios en esta quimica. Esos
cambios conducen unas veces a un organis-
mo menos apto, otras a uno mas apto, mejor
adaptado. La nueva quimica se ha desarro-
llado gradualmente y la vida en la Tierra se ha
vuelto cada vez mas compleja.

Este proceso ha ido tan lejos que ha dado
lugar a tres, sumamente complejos, que han
logrado dominar la evolucién. El Premio No-
bel de Quimica 2018 se otorga a Frances H.
Arnold, George P. Smith y Sir Gregory P.
Winter por haber revolucionado tanto la qui-
mica como la obtencion de nuevos farmacos
gracias a lo que se ha dado en llamar la evo-
lucién dirigida.

Empecemos con la estrella de la ingenieria de
enzimas: Frances Arnold.

Figura 1. Los premiados con el Nobel de Quimica
2018 se han inspirado en la evolucién para lograr im-
portantes avances.

Enzimas, las herramientas quimicas mas especificas de la vida.

Ya en 1979, como ingeniera mecanica y aeroespacial recién graduada, Frances Arnold tenia un propésito
claro: beneficiar a la humanidad gracias al desarrollo de nuevas tecnologias. Los Estados Unidos habian
decidido entonces que el 20% de su energia provendria de fuentes renovables para el afio 2000, y ella tra-
bajaba en energia solar. Sin embargo las perspectivas respecto de esta industria cambiaron radicalmente
después de las elecciones presidenciales de 1981, por lo Frances orientd su carrera hacia la nueva tecno-
logia del ADN. Como ella misma comentd: "estaba claro que una forma completamente nueva de hacer
materiales y productos quimicos, que necesitamos en la vida cotidiana, seria posible gracias a nuestra ca-
pacidad de reescribir el codigo de la vida".



En lugar de producir farmacos, plasticos y otros productos quimicos utilizando la quimica tradicional, que a
menudo requiere disolventes fuertes, metales pesados y acidos corrosivos, su idea era utilizar las herra-
mientas quimicas de la vida: las enzimas, que catalizan las reacciones quimicas que tienen lugar en los
organismos vivos. Por tanto si aprendemos a disefiar nuevas enzimas podremos cambiar radicalmente la
quimica.

El pensamiento humano tiene limitaciones.

Inicialmente, como muchos otros investigadores a fines de la década de 1980, Frances Arnold intentd usar
un enfoque racional para reconstruir las enzimas y darles nuevas propiedades, pero las enzimas son molé-
culas extremadamente complejas. Se construyen a partir de veinte tipos diferentes de moléculas basicas
(aminoacidos) que pueden combinarse infinitamente. Una sola enzima puede consistir en varios miles de
aminoacidos unidos entre si en largas cadenas plegadas en estructuras tridimensionales. La capacidad para
catalizar una reaccion quimica particular depende de su conformacion estructural.

El uso de la logica para tratar de descubrir como se debe remodelar esta arquitectura para darle a una en-
zima nuevas propiedades es muy dificil, incluso con los conocimientos actuales y utilizando la capacidad de
calculo de los ordenadores. A principios de la década de 1990, reconociendo la superioridad de la naturale-
za, Frances Arnold decidié abandonar esta forma de trabajar, "un enfoque un tanto arrogante”, segun sus
propias palabras, y pasé a inspirarse en el método que la naturaleza usa para optimizar la quimica: la evo-
lucion.

Arnold comienza a jugar con la evolucién.

Durante varios afnos Frances intenté modificar una enzima llamada subtilisina (serina endopeptidasa) para
que, en lugar de catalizar reacciones quimicas en solucidn acuosa, funcionara en un disolvente orgéanico, la
dimetilformamida (DMF). Produjo cambios aleatorios (mutaciones) en el cédigo genético de la enzima y
luego introdujo estos genes mutados en bacterias que producian miles de variantes diferentes de subtilisina.

Después el desafio consistio en descubrir cual de todas estas variantes funcionaba mejor en el solvente
organico. En evolucion hablariamos de supervivencia del mas apto; en evolucién dirigida esta etapa se lla-
ma seleccion.

Frances Arnold utilizé el hecho de que la subtilisina descompone la proteina de la leche, la caseina. Luego
selecciond la variante de subtilisina que fue mas efectiva para descomponer la caseina en una solucién con
un 35 % de DMF. Posteriormente introdujo una nueva ronda de mutaciones aleatorias en esta subtilisina,
que produjo una variante que funcioné incluso mejor en DMF.

En la tercera generacion de subtilisina, encontré una variante que funcionaba 256 veces mejor en DMF que
la enzima original. Esta variante de la enzima tenia una combinacién de diez mutaciones diferentes, cuyos
beneficios nadie podria haber previsto de antemano.

Con esto Frances Arnold demostré el poder del azar y la seleccion dirigida para gobernar el desarrollo de
nuevas enzimas frente a la racionalidad exclusivamente humana. Este fue el primer y decisivo paso hacia la
revolucién que hoy estamos presenciando.

El siguiente paso importante fue dado por Willem P. C. Stemmer, un investigador y empresario holandés,
muerto en 2013, que mostré el camino hacia otra dimension en la evolucién dirigida de las enzimas: el apa-
reamiento en un tubo de ensayo.
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Figura 2. El principio subyacente en la evolucién dirigida de las enzimas. Después de unos pocos
ciclos de evolucion dirigida una enzima puede ser varios miles de veces mas efectiva.

Apareamiento para una evolucion mas estable.

Un requisito para la evoluciéon natural es que los genes de diferentes individuos se mezclen por apareamien-
to o polinizacion, por ejemplo. Las caracteristicas beneficiosas se pueden asi combinar y dar lugar a un
organismo mas apto. Al mismo tiempo las mutaciones genéticas menos funcionales pueden desaparecer de
una generacion a otra.

Willem Stemmer reprodujo en el laboratorio algo equivalente al apareamiento: barajar el ADN. En 1994,
demostrd que era posible cortar un gen en pedazos pequefios y luego, con la ayuda de las herramientas de
la tecnologia de ADN, unir las piezas en un gen completo, un mosaico de las versiones originales.

Usando varios ciclos de mezcla de ADN, Willem Stemmer cambié una enzima para que se volviera mucho
mas efectiva que la enzima original. Demostré que el apareamiento de los genes, lo que los investigadores
llaman recombinacién, puede dar lugar a enzimas aun mas eficientes.

Nuevas enzimas producen biocombustibles sostenibles.

La tecnologia utilizada para manipular el ADN se ha refinado desde principios de la década de 1990 y los
métodos utilizados en la evolucién dirigida se han multiplicado. Frances Arnold ha estado a la vanguardia de
estos desarrollos. Las enzimas que ahora se producen en su laboratorio pueden catalizar reacciones quimi-
cas que ni siquiera existen en la naturaleza, produciendo materiales completamente nuevos. Las enzimas
adaptadas también se han convertido en herramientas importantes en la fabricacién de diversas sustancias,
como los farmacos. Las reacciones quimicas se aceleran, se producen menos subproductos y, en algunos
casos, ha sido posible excluir los metales pesados utilizados por la quimica tradicional, lo que reduce consi-
derablemente el impacto ambiental.



El circulo se ha completado: Frances Arnold ha vuelto a trabajar de nuevo en la produccion de energia re-
novable. Su grupo de investigacion ha desarrollado enzimas que transforman los azucares simples en iso-
butanol, una sustancia rica en energia que se puede usar para la produccion de biocombustibles y plasticos
verdes. Un objetivo a largo plazo es producir combustibles para un sector del transporte mas respetuoso
con el medio ambiente. Los combustibles alternativos, producidos por las proteinas de Arnold, se pueden
usar en automdéviles y aviones. De esta manera las enzimas estan contribuyendo a un mundo mas verde.

Veamos ahora la segunda mitad del Premio Nobel de Quimica de 2018, donde con la evolucién dirigida se
han logrado sintetizar farmacos que pueden neutralizar toxinas, combatir la progresion de enfermedades
autoinmunes y, en algunos casos, incluso curar el cancer metastasico. Aqui es donde un pequefio virus que
infecta las bacterias juega un papel vital junto con el phage display.

Smith utiliza bacteriéfagos

Como suele suceder, la ciencia ha tomado un camino impredecible. En la primera mitad de la década de
1980, cuando George Smith comenzd a usar bacteriéfagos (virus que infectan bacterias) se tenia la espe-
ranza de que pudieran usarse para clonar genes. La tecnologia del ADN aun era joven y el genoma humano
era un continente ignoto. Los investigadores sabian que el ADN contenia todos los genes necesarios para
producir las proteinas del cuerpo, pero identificar un gen especifico para sintetizar una proteina determinada
era tan dificil como encontrar una aguja en un pajar.

Quien lo consiguiera obtendria enormes beneficios. Usando las nuevas herramientas disponibles podrian
insertarse genes en bacterias que, con un poco de suerte, podrian producir la proteina a estudiar. Todo el
proceso se denomind clonacién de genes y George Smith tuvo la idea de que se podrian usar los bacterio-
fagos para identificar los genes.

Bacteriofagos: el vinculo entre la proteina y su desconocido gen

Los bacteriéfagos son simples por naturaleza. Consisten en una pequefia cantidad de material genético
encapsulado por proteinas protectoras. Cuando se reproducen inyectan su material genético en las bacte-
rias quienes producen nuevas copias del material genético del fago y de las proteinas que forman la capsula
formando nuevos fagos.

Segun George Smith podria usarse la reproduccion de los fagos para encontrar el gen que codifica una
proteina determinada. Se disponia de grandes bibliotecas moleculares que contenian fragmentos de varios
genes desconocidos. Su idea era que estos fragmentos de genes desconocidos se podrian introducir en el
fago y al producirse nuevos fagos las proteinas sintetizadas a partir del gen introducido aparecerian en la
superficie del fago formando parte del revestimiento proteico de la capsula (figura 3).
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Figura 3. Phage display. George Smith desarroll6 este método para identificar los ge-
nes que codifican una proteina conocida.



Los anticuerpos son capaces de extraer la proteina correcta

Esto daria lugar a una mezcla de fagos con multitud de proteinas en su superficie. En la siguiente etapa,
postulada por George Smith, los investigadores pensaron que seria posible usar anticuerpos con fagos de
peces para extraer proteinas conocidas. Los anticuerpos son proteinas que funcionan como misiles dirigi-
dos; pueden identificar y unirse a una proteina especifica entre decenas de miles con precisién extrema. De
esta manera si un anticuerpo que se sabe se une a una determinada proteina, captura una proteina podrian
detectar el gen de la proteina.

Fue una idea elegante y, en 1985, George Smith demostré que podia funcionar. Produjo un fago que lleva-
ba parte de una proteina, un péptido, en su superficie. Usando un anticuerpo, fue capaz de pescar el fago
que la habia sintetizado entre una mezcla de muchos fagos.

Con este experimento, George Smith senté las bases de lo que se conoce como phage display. El método
es brillante por su simplicidad. El fago funciona como un enlace entre una proteina y su gen. Sin embargo,
no fue con la clonacién de genes con lo que el método tuvo su mayor avance pues alrededor de 1990 varios
grupos de investigacion comenzaron a utilizar phage display para desarrollar nuevas biomoléculas.
Una de las personas que adoptd la técnica fue Gregory (Greg) Winter cuyas investigaciones utilizando
phage dsiplay estan brindando un gran beneficio a la humanidad. Para entender el por qué tenemos que
echar un vistazo a los anticuerpos mas de cerca.

Los anticuerpos pueden bloquear los procesos de la enfermedad.

Las células del sistema linfatico humano pueden producir cientos de miles de diferentes tipos de anticuer-
pos. En condiciones normales los anticuerpos producidos no atacan a los diversos tipos de moléculas del
cuerpo. Sin embargo siempre habra un anticuerpo que detecte los virus o bacterias que nos infectan. Cuan-
do un anticuerpo se adhiere a ellos, envia una sefal a las células inmunes para destruir a los invasores.

Debido a que los anticuerpos son altamente selectivos y pueden unirse a una sola molécula entre decenas
de miles, durante mucho tiempo se pensé que seria posible disefar anticuerpos capaces de bloquear diver-
sos procesos que producen enfermedades, funcionando como farmacos. Inicialmente para obtener estos
anticuerpos terapéuticos, fueron inyectados ratones con distintas dianas para farmacos, como las proteinas
de las células cancerosas. Sin embargo, en la década de 1980 se hizo cada vez mas claro que este método
tenia limitaciones; algunas sustancias eran téxicas para los ratones y otras no producian ningun anticuerpo.
Ademas se descubridé que los anticuerpos obtenidos fueron reconocidos como extrafios por el sistema in-
munitario de los pacientes, que los atacé. Esto llevd a que los anticuerpos producidos con ratones fueran
destruidos con un alto riesgo de efectos secundarios para los pacientes.

Fue este obstaculo el que hizo que Greg Winter comenzara a investigar el potencial del phage display de
George Smith. Queria evitar el uso de ratones y poder basar los productos farmacéuticos en anticuerpos
humanos que son tolerados por nuestro sistema inmunolégico.

Winter pone anticuerpos en la superficie de los fagos.

Los anticuerpos son moléculas en forma de Y las sustancias extrafias se adhieren en el extremo alejado de
cada brazo. Greg Winter recopil6 informacion genética de esta zona del anticuerpo para una de las protei-
nas de la capsula del fago y, en 1990, logré que el anticuerpo se uniera a la superficie del fago. El anticuer-
po que uso fue disefiado para unirse a una pequefia molécula conocida como phOx. Cuando Greg Winter
us6 phOx como una especie de gancho molecular, logré identificar el fago con el anticuerpo en su superficie
en una mezcla de cuatro millones de fagos.

Después de esto, Greg Winter demostré que podia usar phage display para la evolucién dirigida de los anti-
cuerpos. Construy6 una biblioteca de fagos con miles de millones de variedades de anticuerpos en sus su-
perficies. De esta biblioteca extrajo anticuerpos que se unian a diferentes proteinas diana. Luego cambié
aleatoriamente esta primera generacion de anticuerpos y creé una nueva biblioteca, en la que encontré
anticuerpos que se unian mas fuertemente con la dianas. Por ejemplo, en 1994, usé este método para des-
arrollar anticuerpos que se unian a las células cancerosas con un alto nivel de especificidad.

El primer farmaco del mundo basado en un anticuerpo humano.

Greg Winter y sus colegas fundaron una compafia basada en el phage display de anticuerpos. En la déca-
da de 1990 desarrollé un farmaco completamente basado en un anticuerpo humano: adalimumab. El anti-
cuerpo neutraliza una proteina, TNF-alfa, responsable de procesos inflamatorios en muchas enfermedades



autoinmunes. En 2002, el producto fue aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide y ahora tam-
bién se utiliza para tratar diferentes tipos de psoriasis y enfermedades inflamatorias del intestino.

El éxito de adalimumab ha estimulado un desarrollo significativo en la industria farmacéutica y phage dis-
play se ha utilizado para producir anticuerpos contra el cancer, entre otros. Uno de ellos activa las células
para que puedan atacar a las células tumorales. El crecimiento del tumor se ralentiza y, en algunos casos,
pacientes con cancer metastasico se han curado, lo que es un avance histérico en el tratamiento del cancer.
Otro anticuerpo que ha sido aprobado neutraliza la toxina bacteriana que causa el antrax, mientras que otro
frena la enfermedad autoinmune conocida como lupus; muchos mas anticuerpos estan actualmente en en-
sayos clinicos, por ejemplo para combatir la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 4. El principio para la evolucion dirigida de los anticuerpos usando phage display.
Este método se utiliza para producir nuevos farmacos.

El inicio de una nueva era en la quimica.

Los métodos que los Premios Nobel de Quimica 2018 han puesto a punto han promovido el desarrollo de
una industria quimica mas ecoldgica, han producido nuevos materiales, se han fabricado biocombustibles
sostenibles y han mitigado enfermedades y salvado vidas. La evolucion dirigida de las enzimas y el phage
display de anticuerpos de Frances Arnold, George Smith y Greg Winter han aportado un enorme benefi-
cio a la humanidad y han sentado las bases para una revolucion en la quimica.



LINKS AND FURTHER READING

Additional information on this year’s prizes, including a scientifc background in English, is available on the
website of the Royal Swedish Academy of Sciences, www.kva.se, and at http:/nobelprize.org. There you
can watch video footage of the press conferences, the Nobel Lectures and more. Information on exhibitions
and activities related to the Nobel Prizes and the Prize in Economic Sciences is available at
www.nobelcenter.se.
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