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Resumen

La Amplificacion del Circulo Rodante (RCA) es un proceso enzimatico isotérmico,
mediado por ciertas polimerasas de ADN, en el que se sintetizan moléculas largas
de DNA de cadena sencilla (ss) en una plantilla circular corta de ssDNA usando un
solo cebador; método que permite estudios de andlisis filogenéticos,
epidemioldgicos y sobre la organizaciéon del genoma. Recientemente se ha
utilizado el ADN polimerasa del bacteriéfago phi29 para la amplificacion eficiente
de genomas virales de ADN circulares sin la necesidad de cebadores especificos
mediante el mecanismo RCA, convirtiéndose este ultimo en una herramienta de
amplificacién de ADN altamente versatil e importante con amplias aplicaciones en
los diversos campos de investigacion. Con base en ello, la presente revision
destaca brevemente el modelo tedrico en el que se basa esta técnica para
aplicaciones en el diagndstico molecular en los diferentes campos de la
investigacion.
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Rolling circle amplification in molecular diagnostics: the
power of simplicity

Abstract

Rolling Circle Amplification (RCA) is an isothermal enzymatic process, mediated
by certain DNA polymerases, in which long single-stranded (ss) DNAmolecules are
synthesized on a short circular ssDNA template using a single primer; a method
that allows phylogenetic, epidemiological and genome organization analysis
studies. Recently, DNA polymerase from bacteriophage phi29 has been used for
the efficient amplification of circular viral DNA genomes without the need for
specific primers using the RCA mechanism, making the latter a highly versatile and
important DNA amplification tool with wide applications in various research
fields. Based on this, the present review briefly highlights the theoreticalmodel on
which this technique is based for molecular diagnostic applications in different
researchfields.
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Introduccion

Amplificacion de genomas

En el pasado, el descubrimiento de virus novedosos sélo se podia lograr cuando estos se presentaban de
manera abundante o podian propagarse en cultivo celular (Rector et al., 2004). No obstante, el estudio de los
genomas, a través de nuevos métodos, ha proporcionado una cantidad de informacién considerable que
contribuye a un mayor entendimiento de los aspectos moleculares de los organismos para el diagndstico
clinico, el andlisis filogenético, los estudios epidemioldégicos y los estudios sobre la organizacién y evolucién
delgenoma endiversos microorganismos (Johneetal.,2009).

Asi, la disponibilidad de herramientas eficientes para la amplificacidn e identificacién de las secuencias del
genoma es un requisito indispensable para el andlisis exitoso de los estudios en mencién (Vera, et al., 2012).
Entrelos métodos mas utilizados parala deteccion molecular de dichos organismos se encuentranla Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR), la microscopia electrénica y los analisis seroldgicos (Lockhart & Olszewski,
1993).Y aunque la PCR es considerada el patrén de oro para estos analisis de identificacién molecular (Tavares
et al., 2011), su implementacién presenta diversos inconvenientes como los altos costos y la incidencia de
errores de amplificacién por contaminacién cruzada, lo que generafalsos positivos en sus lecturas (Pang et al.,
2007).

Teniendo en cuentalo anterior resultaimperativo el desarrollo eimplementacidn de técnicas comparablesala
PCR, sin que sea necesarialaadquisicion de equipo adicional (Fakruddin et al., 2013). Razén porlacual,y antela
creciente demanda de ensayos mas sensibles en diferentes campos de la investigacion, se han aplicado
diversos protocolos para la deteccidn de nuevos virus y explorado determinadas técnicas que permitan la
amplificacién ultrasensible de ADN, ARN y proteinas en gendmica diagndstica y protedmica (Ali et al., 2014).
Frente al contexto descrito, la Amplificacién de Circulo Rodante (RCA), con el uso del bacteriéfago Phi29 ADN
polimerasa, emerge como un protocolo independiente de secuencia, utilizado para la amplificacién y
caracterizacion de moléculas de ADN circulares, incluyendo pldsmidos (Reagin et al., 2003) y varios grupos de
virus que infectan aseres humanos, animalesy plantas (Johneetal., 2009).

La RCA, asi las cosas, se ha constituido como una alternativa eficaz y rapida para los estudios de diversidad
bioldgica en diversos virus (Haible et al., 2008). El empleo de esta tecnologia permite obtener amplificaciones
de moléculas de ADN de formas circulares y lineales, sin tener en consideracidn las posibles variaciones
secuenciales; ademas, presenta una alta fidelidad de copia y la cantidad de ADN molde empleada para la
amplificacién es poca (Inoue-Nagata et al., 2004). Con base en ello, el presente trabajo describird, de manera
detallada, los fundamentosy utilidades delatécnica RCA enlos diferentes campos de lainvestigacion.

Método de Amplificacién de Circuito Rodante (RCA)

En la década pasada se descubrié que algunas ADN polimerasas tienen la capacidad de prolongar
continuamente una cadena corta de ADN (cebador) recocida a una plantilla de ADNbc circular pequena (ver
Figura1), enun proceso que ahora se conoce como amplificacién de circulo rodante (Mohsen & Kool, 2016). En
un proceso RCAtipicola ADN polimerasareplicala plantilla circular de cientos amiles de veces. Porlo tanto, los
productos finales de una reaccién RCA son moléculas de ssDNA extremadamente largas, con unidades de
secuenciarepetitivas complementarias ala plantillade ADN circular (Zhao et al., 2008).
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Figura1
llustracién esquematica del proceso de RCA
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B = _)

Circular template
Nota. Tomado de Goo & Kim (2016)

Poco después de su descubrimiento, RCA fue ganando considerable atenciéon como herramienta de
amplificacién de ADN, siendo explorada como una técnica importante para deteccidn ultrasensible de ADN,
ARN y proteinas en gendmica diagndstica y protedmica. En general, RCA ha sido ampliamente aplicado en el
analisis de ADN con el llamado candado Sondas (Zhang et al., 2006). El método utiliza una sonda de ADN lineal
en la que ambos extremos estan yuxtapuestos por la hibridacién especifica a una secuencia de ADN diana (o
ARN). Los dos extremos del ADN sonda se unen por ADNc ligasa, y el ADN resultante sirve como molde para
unareaccién RCA con un DNA polimerasa (por ejemplo, Phi29 ADN polimerasa) y DNTPs (Zhao et al., 2008). El
producto RCA puede visualizarse microscépicamente con focal después de la hibridacion con
oligonucleétidos de ADN marcados conun fluoréforo (Blabetal., 2004).

Adicionalmente, el proceso RCA puede ser monitoreado en tiempo real mediante el uso de beacons
moleculares, cremalleras moleculares o colorantes fluorogénicos (Yi et al., 2006). La RCA también se ha
utilizado como herramienta de amplificacién de sefial en microandlisis de inmunoensayos, en sandwich, para
aplicaciones protedmicas (Di Giusto et al., 2005). Con el acoplamiento del cebador RCA al anticuerpo de
deteccidn, la unién del anticuerpo da como resultado la inmovilizaciéon del cebador en la superficie de
microarrays. El cebador se utiliza para iniciar una reaccion de RCA, que da como resultado una molécula larga
de ssDNA, la cual se puede visualizar directamente por hibridacién con una sonda de ADN fluorescente (Zhao
et al., 2008). En ese contexto, una reaccion tipica de RCA requiere cuatro componentes principales: (1) ADN
polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Phi29) que incluye un tampdn adecuado (normalmente
suministrado por el fabricante junto conla polimerasa). (2) un cebador corto de ADN 0o ARN. (3) una plantillade
ADN circular. (4) trifosfatos de desoxinucleétido (ANTP) (mondémeros o bloques de construccién del producto
RCA)(Alietal.,2014).

Las ventajas que tiene la técnica RCA sobre la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), método de
amplificacién de ADN mas utilizado, es: La naturalezaisotérmica de la polimerasa de ADN Phi29, que catalizala
polimerizacién del ADN a una temperatura constante (a 308 °C o, incluso, temperatura ambiente). Por lo
tanto, no se requiere una polimerasa de ADN térmicamente estable ni instrumentacién sofisticada (Lépez et
al., 2005). Las pruebas basadas en RCA, ofrecen alta sensibilidad y especificidad, como método para la
amplificacién de la sefial, mediante amplificacidon lineal o crecimiento exponencial; proporcionado tipica-
mente un aumento de aproximadamente de 1000 (paralaamplificaciénlineal)a10.000 veces enlaintensidad
de la sefal (Dahl et al., 2004). Asimismo, el recuento de una sola molécula es posible, ya que la sefial (miles de
fluoréforos) selocaliza en unasola molécula o como unasolamanchaen el sustrato sélido (Alietal., 2007).

Unensayo basado en RCA es altamente especifico, puesto que lareaccion RCAsélo puedeiniciarse después de
una hibridacién especifica entre un cebador y la plantilla de ADN circular correspondiente. Aunado a ello, la
alta especificidad del ensayo basado en RCA hace que el método sea particularmente util para el analisis de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) (Zhong et al., 2001). Otra de las ventajas importantes de laRCA es
que puede adaptarse facilmente a numerosas plataformas de deteccidn, tales como microarrays (Zhou et al.,
2004). De hecho, numerosos estudios sobre el uso de RCA como herramienta de amplificacién, particular-
mente para el diagndstico de acidos nucleicos, se hanrealizado enla dltima década con gran éxito.
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PHI29 DNA Polimerasa

Como se menciond anteriormente, la RCA es un método isotérmico que utiliza la ADN polimerasa del
bacteriéfago phi2g (®29) de Bacillus subtilis .Es una enzima monomérica con una masa molecular de
aproximadamente 66 kDa, que posee una actividad polimerasa (Berman et al., 2007). El genoma del
bacteriéfago phi29 (que infecta Bacillus subtilis) codifica la ADN polimerasa phi29, que se utiliza para la
replicacion de su ADN. Esta enzima posee varias caracteristicas notables que la hacen adecuada para una
eficiente amplificacién in vitro del ADN (Silander & Saarela, 2008). Una de esas caracteristicas es que cataliza
dos reacciones sintéticas (polimerizacién de 50 a 30 y desoxinucleotidil de la proteina terminal phi29) y tres
reacciones de degradacion (pyrophosphorolytic, 30-a-50 ssDNA exonucleolytic y 30-50 ssRNA exonucleolytic
actividades) (Lagunavicius et al., 2008). La enzima, asimismo, tiene otras dos propiedades intrinsecas, a saber:
alta procesividad (70 kb) y capacidad de desplazamiento de la hebra, haciendo innecesaria la participacion de
proteinas accesorias y helicasas de ADN que permiten a la enzima desplazar la cadena complementaria en las
regiones bicatenarias de unamolécula plantilladurante lasintesis de ADN (Kamtekar et al., 2004).

En el bacteriéfago phi29 la polimerizacidn del ADN se inicia por una proteina terminal, que es el primer enlace
covalentemente a un nucledtido y luego se utiliza como cebador para la replicaciéon del genoma de ADN lineal
de doble hélice (Blanco & Salas, 1996). Sin embargo, los sistemas de amplificacién in vitro utilizan cebadores
de ADN (aleatorios) unidos a una plantilla de ADN de una sola hebra para el inicio de la sintesis de ADN. Los
cebadores que contienen enlaces trifosfato se utilizan generalmente para evitar su degradacién por la
actividad exonucleolitica dela polimerasa phi2g (Deanetal.,2001).

Después de la iniciacion el ADN es sintetizado continuamente por la polimerasa phi29, dando lugar a
productos con una longitud superior a 70 kbp en 20 minutos (Blanco et al., 1989). Ademas, la larga vida media
de la enzima permite reacciones prolongadas; bajo ciertas condiciones, su velocidad de sintesis promedio es
de aproximadamente 1,500 nucledtidos por minuto, lo que conduce a productos con longitudes estimadas de
900 kb en unareaccién de 10 h (Dahl, et al., 2004). Si las regiones bicatenarias estan presentes en la molécula
plantilla, la hebra complementaria se desplaza y la sintesis de ADN se procede (Blanco et al., 1989). Esta
actividad de desplazamiento de hebra se utiliza en muchas técnicas de amplificacién debido a que la misma
desplazada es una plantilla monocatenaria adecuada para la sintesis de ADN adicional, sin necesidad de una
etapa de desnaturalizacién adicional (Spits et al., 2006). Cuando se utilizan moléculas de ADN circular como
plantillas, grandes moléculas concateméricas se producen por desplazamiento de la nueva cadena sintetizada
después de una ronda de replicacidon de moléculas y sintesis continua de copias adicionales de la plantilla de
secuencia (Dean et al., 2001). Este mecanismo resulta en una amplificaciéon predominante de pequeias
moléculas de ADN circular en comparacién conlas moléculaslineales (Nelson, et al., 2002).

La actividad de30a50 delaexonucleasa de ADN de la phi2g permite que la enzimarealice la correccidén, lo que
la hace adecuada para estudios genéticos. Sus tasas de error se han calculado para estar entre 10-5 y 10-6 en
ensayos bioquimicos (Esteban et al., 1993), 0 9,5x10-6 mediante secuenciacion directa de 500.000 pb después
delaamplificacién mediada por polimerasa phi29 (Paezetal.,2004).

Aplicaciones de RCAeneldiagndstico

Asilas cosas, la técnica RCA proporciona una poderosa herramienta para una identificacidon rapida y especifica
de microorganismos a nivel humano (laboratorio clinico) y de plantas (fitomejoramiento) (Sun et al., 2011).
Esta tecnologia es, entonces, prometedora para el diagndstico molecular y para el uso armacogendmico
(Kuhn et al., 2002). Hasta la fecha, la técnica RCA se ha utilizado principalmente para la deteccién de virus
(Schubert et al., 2007), bacterias (Tong et al., 2007) y diferentes especies de hongos. A mediados de 2004, la
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RCA utilizando ADN polimerasa phi29 se aplicé por primera vez a los genomas virales. Rector et al., (2004)
demostrd que el genoma del papiloma virus, que estd compuesto de ADN de doble cadena circular, podria
amplificarse eficientemente a partir de muestras de tejido utilizando esta técnica. Al mismo tiempo, Inoue-
Nagata et al., (2004) utiliz6 este método para la clonacién de un segmento de ADN de una sola cadena del
genomade un geminivirus.

La RCA se ha aplicado a una gran variedad de virus de ADN que llevan genomas circulares, segin el comité
internacional sobre lataxonomia delos virus, un total de ocho familias de virus con genomas circulares de ADN
contienen virus que infectan humanos, animales vertebrados y plantas (Fauquet & Fargette, 2005). Estos
genomas virales son monocatenarios o bicatenarios, con una longitud entre 2 a 9 kb (p), y estdan compuestos
de una Unica molécula o multiples segmentos circulares. Ademas, algunos virus tales como los virus adeno-
asociados (AAVs) poseen un genoma lineal, que se circulariza en un punto temporal especifico en el ciclo
infeccioso, permitiendo la aplicacién de RCA. Del mismo modo, recientemente se ha demostrado el potencial
de RCA para identificar objetivos de acidos nucleicos, anticuerpos y antigenos en muestras clinicas de varios
estudios de factibilidad (Demidov, 2005). La RCA puede ser utilizada parala visualizacién del ADN mitocondrial
en células inmovilizadas sobre un sustrato de vidrio (Kobori & Takahashi, 2014). La RCA también se puede
utilizar para la deteccién precisa y sensible de alérgenos en los alimentos, que es imprescindible para eliminar
los riesgos potenciales enlasalud, provocados por alergias alos alimentos (Kobori & Takahashi, 2014).

La RCA podria mejorar el uso de marcadores de interés actual, asi como posibilitar la integracién de la
informacién emergente delagendmicayla protedmica enlos andlisis basados en células y tejidos (Gusev etal.,
2001). Esta técnica también se ha empleado para la deteccién de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)
dentrodelos fragmentos de ADN, parece que los diagndsticos de ADN basados enlaligadura dependientes de
RCA tienen la especificidad de base Unica requerida para ser una valiosa herramienta en la deteccién de
mutaciones puntuales (Pang et al, 2007). RCA también se ha combinado con perlas magnéticas y sondas de
ADN reportero en un ensayo en sandwich para detectar el ADN viral (Asiello & Baeumner, 2011).

Ventajasde RCA

La RCA tiene varias ventajas sustanciales sobre otras técnicas de amplificacion, ya que: (1) No requiere equipo
altamente especializado (Davari et al., 2012). (2) Es altamente reproducible, reduciendo asi la probabilidad de
falsos positivos (Najafzadeh et al., 2013). (3) Se puede realizar en condiciones isotérmicas y no requiere ciclos
térmicos (Kobori & Takahashi, 2014). (4) Puede realizarse con una mayor variedad de ADN polimerasas
comparadasalaPCR, que sélo se basa en enzimas termoestables (Demidov, 2005). (5) Lainterpretacién de los
resultados es sencilla y se basa en un positivo o negativo (Tsui et al., 2010). Ademds, proporciona una opcién
mds rapida, mas sensible y econdmica alos métodos actualmente basados enla PCR (Wang et al., 2005). Todas
estas propiedades tnicas de RCA facilitan su aplicacién en diferentes dreas de lainvestigacion. (Liet al., 2008).
Debido a tales caracteristicas, Unicas de robustez y simplicidad, las pruebas basadas en RCA brindad una
mirada diferente en el drea de diagndstico molecular comparado, con otras técnicas de amplificacion de
temperatura tnica (Demidov, 2005). Por tanto, se aconseja utilizarla como un método sencillo y practico, con
una postura diferente entre las técnicas isotérmicas, para el diagndstico de ADN como un método de
identificacion muy practico (Najafzadehetal., 2011).

Conclusiones

Los métodos convencionales para la identificacion y el diagndstico de microorganismos implican, principal-
mente, técnicas relativamente costosas y que demandan mucho tiempo. Contrario a ello, emerge una técnica
atractiva para la identificacion fiable de especies patégenas hermanas y otros microorganismos estrecha-
mente relacionados: la RCA, método rapido, critico y econédmico para la identificacidn y el diagndstico de
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diferentes microorganismos que, a pesar de su alta velocidad, es muy sensible y ha sido ampliamente utilizado
paraladeteccidon de patédgenos. Asilas cosas, con suimplementacion la cantidad de especimenes bioldgicos y
lacantidad de ADN no sera un factor limitante enlarealizacién del andlisis genético molecular avanzado.
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