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RESUMEN

La Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA) es una enfermedad parasitaria
endémica de zonas tropicales que afecta a la piel y las mucosas, siendo Pert uno de
los paises que registra el mayor nimero de casos en América Latina. El protozoario
Leishmania braziliensis es el principal agente etioldgico de LTA. La deteccion es
clave en el control de la enfermedad. Se reporta que el nimero de paréasitos de
Leishmania presentes en las lesiones es generalmente bajo, lo que reduce
significativamente la sensibilidad de las pruebas de diagnostico directas que
consisten en la visualizacion del agente infeccioso mediante el microscopio.
Asimismo, las herramientas de diagnostico molecular de Leishmaniasis requieren
una gran infraestructura, equipos y capacitacion avanzada de personal. Por ende, el
diagnostico de laboratorio de Leishmaniasis sigue siendo un reto en las zonas
endémicas rurales de mayor prevalencia de la enfermedad debido a que no cuentan
con recursos e infraestructura necesarios.

Este trabajo de investigacion propone la seleccion e identificacion de aptameros de
ADN capaces de reconocer con alta afinidad y de forma especifica péptidos de
proteinas de membrana de L. braziliensis. Primero, se identificaron péptidos de
membrana presentes en estadios de promastigote y amastigote de Leishmania spp.
mediante el analisis de datos reportados en la literatura y herramientas
bioinformaticas. Los péptidos diana fueron empleados en la seleccion in vitro de
aptameros mediante el método SELEX (evolucion sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial) usando el kit X-Aptamers. Posteriormente, se
identificaron los aptameros candidatos mediante secuenciacion y analisis

bioinformatico. Finalmente, se realizaron ensayos ELONA (ensayo de



oligonucledtidos ligados a enzimas) para determinar la caracterizacion in vitro de
los aptdmeros candidatos. Se observé que las cinco secuencias seleccionadas como
aptameros candidatos presentaron afinidad in vitro para sus respectivas dianas
(péptido 2 y péptido 3). Mediante la razén entre ensayos con el péptido diana
(cognate) y un peptido no-diana (non-cognate), se determind el mejor candidato
por la especificidad y alta afinidad por su péptido diana. Se demostro que el sistema
X-Aptamers permite la adecuada seleccion de aptdmeros usando péptidos diana con
un gran porcentaje de éxito, ya que todas las secuencias seleccionadas mostraron
afinidad por las dianas. Del mismo modo, se concluye que la técnica ELONA
permite una caracterizacion primaria de aptameros. Estos resultados representan el
primer paso hacia el desarrollo de un sistema de captura in vitro que permita el
enriquecimiento celular de L. braziliensis en muestras biologicas o su deteccion

mediante biosensores.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a parasitic disease endemic to
tropical areas that affects the skin and mucous membranes, with Peru being one of
the countries with the highest number of cases in Latin America. The protozoan
Leishmania braziliensis is the main etiological agent of LTA. Detection is key in
disease control. It is reported that the number of Leishmania parasites present in the
lesions is generally low, which significantly reduces the sensitivity of direct
diagnostic tests that consist of visualizing the infectious agent under the
microscope. Likewise, molecular diagnostic tools for Leishmaniasis require a large
infrastructure, equipment and advanced training of personnel. Finally, the
laboratory diagnosis of Leishmaniasis continues to be a challenge in rural endemic
areas with the highest prevalence of the disease because they do not have the

necessary resources and infrastructure.

This research work proposes the selection and identification of DNA aptamers
capable of recognizing with high affinity and specifically peptides of membrane
proteins of L. braziliensis. First, membrane peptides present in the promastigote and
amastigote stages of Leishmania spp. through the analysis of data reported in the
literature and bioinformatic tools. The target peptides were used in the in vitro
selection of aptamers by the SELEX method (systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) using the X-Aptamers Kit. Subsequently, suitable
candidates were identified by sequencing and bioinformatic analysis. Finally,
ELONA (enzyme-linked oligonucleotide assay) assays were performed to
determine the in vitro characterization of the candidate aptamers. The fact that the

five sequences selected as candidate aptamers showed in vitro affinity for their



respective targets (peptide 2 and peptide 3) were ruled out. By means of the ratio
between assays with the target peptide (cognate) and a non-target peptide (non-
cognate), the best candidate for specificity and high affinity for its target peptide is
bloomed. It is broken that the X-Aptamers system allows the adequate selection of
aptamers using target peptides with a high percentage of success, since all the
selected sequences showed affinity for the targets. Similarly, it is concluded that
the ELONA technique allows a primary characterization of aptamers. These results
represent the first step towards the development of an in vitro capture system that
allows the cellular enrichment of L. braziliensis in biological samples or its

detection by biosensors.

KEY WORDS
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) es una enfermedad que afecta a
la piel y las mucosas. Esta es causada por diversas especies del género Leishmania
(Protozoa, Trypanosomatida, Trypanosomatidae) y transmitida a través de la
picadura de moscas del género Lutzomyia. La LTA pertenece al grupo de las
enfermedades desatendidas a nivel mundial, relacionada con la pobreza, tiene un
impacto significativo en la salud publica, siendo Per( uno de los paises que registra
el mayor nimero de casos (tasa de incidencia promedio de 15,23 / 100.000
habitantes en los Gltimos seis afios (1). La LTA es causada por varias especies de
protozoarios del género Leishmania, siendo L. braziliensis el principal agente
causal en América Latina (2). El diagndstico requiere una combinacion de pruebas
de laboratorio, principalmente parasitoldgicas y moleculares. La sensibilidad de la
deteccion es influenciada por el nimero de parasitos de Leishmania presentes en
las lesiones, generalmente bajo (3). Por tanto, se espera que el desarrollo de
herramientas de enriquecimiento celular del parasito para su uso durante el
procesamiento de muestras clinicas (muestras tomadas de lesiones de pacientes
afectados por Leishmaniasis cutanea o mucosa) para fines de diagnostico mejore la
sensibilidad de las pruebas de diagndstico. Previamente, se ha reportado el uso de
aptameros para la deteccion de agentes patdgenos. Estos son secuencias cortas,
monocatenarias, del tipo ADN o ARN capaces de unirse especificamente a una
diana con alta afinidad, de produccion sencilla y bajo costo (4). El objetivo de este
estudio fue la seleccion e identificacion de aptameros de ADN capaces de reconocer
con alta afinidad y de forma especifica péptidos de proteinas de membrana de L.

braziliensis. Para ello, se utilizé el kit X-Aptamers como alternativa al SELEX



convencional, la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion, herramientas
bioinformaticas y finalmente la caracterizacion mediante ‘peptide-ELONA’ para la
seleccion de los mejores aptameros. Con los resultados obtenidos se propone la
biofuncionalizacion de los aptdmeros obtenidos hacia el desarrollo de un sistema

de captura in vitro o un biosensor para la deteccion de Leishmania spp.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La Leishmaniasis es considerada como una de las enfermedades tropicales mas
desatendidas a nivel mundial segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (5,
6). Una forma especifica de Leishmaniasis conocida como Leishmaniasis
Tegumentaria Americana (LTA) incluye diversas manifestaciones de lesiones que
afectan la piel y mucosas. La LTA es endémica principalmente en zonas rurales,
estd asociada a la pobreza y tiene un impacto significativo en la salud publica en
Latinoamérica y el Caribe. Per( es uno de los paises que registra una de las mayores
tasas de incidencia de LTA en Latinoamérica (promedio de 15,4 / 100.000
habitantes en los dltimos seis afios) (1). En ausencia de una vacuna para
Leishmaniasis humana, las principales medidas necesarias para el manejo clinico y
control de la enfermedad son el diagndstico temprano y la quimioterapia. Sin
embargo, se observa una limitada sensibilidad de deteccion del agente patdgeno por
las pruebas parasitoldgicas convencionales (microscopia y cultivo), debido a la
escasa 0 nula presencia del parasito en las lesiones, particularmente en lesiones de
mayor tiempo de evolucion o crénicas (7). De otro lado, las técnicas moleculares
permiten detectar e identificar la especie de parasito causal con alta sensibilidad y
especificidad, pero estas técnicas no son aplicables en areas endémicas rurales de
bajos recursos debido a la necesidad de infraestructura y personal entrenado. Por
tanto, se requieren métodos de deteccion eficientes, asequibles y adaptables a
laboratorios de infraestructura pobre, presentes en las regiones rurales, siendo estas
las que presentan una mayor prevalencia de la enfermedad. Identificar aptameros
con capacidad de reconocimiento altamente especifica y sensible de péptidos

derivados de proteinas de membrana de Leishmania braziliensis permitira el futuro



desarrollo de herramientas de enriquecimiento celular y deteccion, de bajo costo y
aplicables en laboratorios de limitada infraestructura, para el agente patogeno
causante de Leishmaniasis. De esta manera, la generacion de aptameros en este
estudio, para ser empleados a futuro como moléculas de alta afinidad para la captura
de células del parasito en muestras biologicas, brinda la posibilidad de incrementar

la sensibilidad y especificidad de las herramientas diagnosticas de la enfermedad.



MARCO TEORICO

3.1 Epidemiologia de Leishmaniasis y Leishmaniasis Tegumentaria
Americana (LTA)

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos intracelulares del género
Leishmania. Es endémica en mas de 98 paises en Asia, Africa, América y Europa
y segun la OMS es una de las 10 enfermedades tropicales més importantes y
desatendidas (NTD, neglected tropical diseases) (6). La prevalencia mundial a la
actualidad se estima entre 12 y 15 millones de casos, con una incidencia anual de
1,5 a 2 millones de casos y valores de 70,000 muertes al afio (8). La Leishmaniasis
cuténea es la forma clinica mas comin (Figura 1) entre las manifestaciones clinicas
de Leishmaniasis. Actualmente, se describe la falta de datos sobre la incidencia, la
duracién y el impacto de los sindromes asociados. Ademas, se reporta que la carga
de morbilidad ampliamente citada para la Leishmaniasis es inexacta y

desactualizada (9).

Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2020
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Figura 1: Distribucion mundial de la incidencia de Leishmaniasis cutanea, afo

2020. Fuente: OMS (5).

Asimismo, se ha demostrado que la pobreza es el mayor factor determinante de
Leishmaniasis (10). Se han reportado ingresos per capita extremadamente bajos en
los pacientes diagnosticados con Leishmaniasis en: India, Nepal, Bangladesh y
Brasil (11). La malnutricion y otras enfermedades infecciosas relacionadas con la
pobreza aumentan el riesgo de que las infecciones por Leishmania progresen;
vinculado a esto, la falta de acceso a servicios de salud ocasiona retraso en el
diagnostico y tratamiento acentuando la morbilidad y mortalidad de Leishmaniasis
(12). Por otro lado, analisis previos de costo-beneficio de enfermedades han
mostrado que la reduccién de la Leishmaniasis podria contribuir a la reduccion de
la pobreza, la mejora del bienestar econémico de la comunidad local y la mejora de
los afios de vida limitados por discapacidad (10). Esto se ve reflejado en la alta
prevalencia e incidencia de la enfermedad en paises en vias de desarrollo de
América Latina. En ese contexto, las Américas presentan aproximadamente 56,000
casos nuevos de Leishmaniasis cutdnea (LC) y Leishmaniasis mucosa (LM), y
3,800 casos de Leishmaniasis visceral (LV) cada afio con una letalidad del 7%. La
LTA comprende a las formas clinicas cutanea, mucosa y mucocutanea (esta Gltima
cuando las lesiones cutaneas y mucosas se presentan simultdneamente en un
paciente). Se estima una incidencia de 700,000 a 1.2 millones de casos nuevos cada
afio (6). Esta se ha reportado en 20 paises y es endémica en 18 (Argentina, Bolivia,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guyana Francesa,

Guyana, Honduras, Nicaragua, México, Panama, Paraguay, Peru, Surinam, y



Venezuela). En Perd, la LTA es considerada uno de los principales problemas de
salud publica por afectar predominantemente a la poblacion mas pobre, su amplia
distribucion geografica y la dificultad para controlar la transmisién al tratarse de
una zoonosis que se transmite mediante moscas vectores (2, 13). Entre el 2000 y el
2018, el Ministerio de Salud (MINSA) reportd 135 233 casos confirmados, con una
incidencia de 7117 casos anuales, de los cuales el 94% (6685 casos) fueron de la
forma cuténea y el 6% (432) fueron de las formas mucosa y mucocutanea. Cabe
destacar que, en 2018, las regiones de Madre de Dios y Cusco representaban el 25%
del total de los casos reportados (1, 14). De la misma manera, entre el 2000-2017
en un pueblo de Huanuco, Ambo, se registraron 1,312 casos de Leishmaniasis
tegumentaria, de los cuales 1.092 casos (83,2%) presentaban la forma cutanea y 220

casos (16,7%) la forma mucocutanea.

3.2 Inmunopatogénesis de la Leishmaniasis Tegumentaria Americana

La LTA se puede manifestar de 1 a 3 meses (incluso afios) después de la infeccién
por distintas especies del género Leishmania (13). Este género incluye a
protozoarios flagelados intracelulares obligados, pertenecientes al orden
Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae. La LTA se presenta clinicamente como
lesiones ulcerosas no cicatrizantes en la piel y mucosa. Sin embargo, estas lesiones
pueden evolucionar a lesiones crénicas y desfigurativas que afectan la mucosa oral,
faringea, laringea y el area otorrinolaringolégica. Los sintomas reportados son dolor
moderado, odinofagia, caquexia y disfagia, segun la gravedad de la enfermedad; y
en casos extremos puede resultar fatal (15). El protozoario Leishmania presenta dos

tipos de morfologia celular: promastigote (que reside en el insecto vector) y



amastigote intracelular (en el hospedero mamifero). Posee aparato de Golgi,
mitocondria, kinetoplasto entre el cuerpo basal y el nucleo; el ADN mitocondrial
se conecta directamente al cuerpo basal desde donde se extiende el flagelo. Este
ultimo posee una invaginacion que constituye la bolsa flagelar (Gnica regién de
endocitosis y exocitosis) (16). La transmision del parasito inicia con la picadura de
la mosca hembra del género Lutzomyia; este contiene promastigotes altamente
infecciosos en el intestino medio embebidos en proteofosfoglicanos que propician
la regurgitacion de la mosca inmediatamente después de picar al hospedero (Figura
2). El in6culo contiene adicionalmente el péptido maxadilan perteneciente a la
saliva del insecto vector, que funciona como un vasodilatador a través del receptor
de tipo | para el péptido activador de monofosfato de adenosina ciclico (AMP)
pituitario. Se estima que, por cada picadura, el vector transmite aproximadamente

1000 promastigotes (17).
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Figura 2: Ciclo biol6gico de Leishmania spp. en insectos flebétomos y en el

hospedero humano. Fuente: https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html

Al ingresar, los promastigotes interactian con queratinocitos, células de
Langerhans, neutréfilos y macréfagos de la dermis. Inicialmente sobreviven dentro
de los neutrofilos como promastigotes, hasta la apoptosis de los mismos. Esta
infeccion es transitoria, luego, infectan a los macrofagos que son importantes
células hospederas para el establecimiento y proliferacion del paréasito. La primera
interaccién del macréfago y el promastigote se da mediante el flagelo y diferentes
tipos de receptores de membrana del macréfago, desencadenando la activacion de
factores de supervivencia intracelulares en el parasito y, como consecuencia, la

modulacion de la actividad fagocitica del macréfago; segin el receptor con el que


https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html

interactUe se desenvolvera de manera diferente la respuesta inmune (18). Una vez
dentro del macréfago, el promastigote recluta una vacuola parasitofora que
interacttia con endosomas y lisosomas, formando el fagoliso soma. Dentro de este,
la disminucidon del pH, el aumento de la temperatura y la produccion de peroxido
de hidrogeno a partir de ROS (por sus siglas en inglés, especies reactivas de
oxigeno) promueven la transformacion del promastigote a amastigote (Figura 3).
Para evadir las defensas del hospedero, Leishmania usa diferentes mecanismos.
Con el fin de frenar la inflamacion, Leishmania spp. manipula citoquinas para
estimular la activacion alternativa del macréfago, lo que favorece la supervivencia
del paréasito dentro de éste. Asimismo, regula negativamente el receptor de IFN- e
induce la expresion del supresor de citoquinas SOCS3. De la misma manera, para
evitar el estrés oxidativo, Leishmania spp. evita el ensamblaje del complejo
NADPH oxidasa y degrada el hierro. Finalmente, promueve la autofagia para
infectar a mas macréfagos y diseminar la infeccién, contribuyendo a la gravedad de

la enfermedad y el aumento del tamafio de las lesiones (19).

10



Promastigote

Macrophage

o i e
—

Figura 3: Interaccion de Leishmania spp. con el macréfago. Fuente: Podinovskaia,

M., & Descoteaux, A. Leishmania and the macrophage: a multifaceted

interaction. Future microbiology. (2015)

Frente a la infeccion por Leishmania, la respuesta inmune celular es considerada la
principal defensa del hospedero mamifero (20). Se ha propuesto que la activacion
de los macrofagos a través de células T es el mayor mecanismo protector contra la
infeccion por Leishmania. Las células T secretan IFN- y junto con IL-2, TNF-y
GM-CSF se activan los macrdéfagos para eliminar a los amastigotes. Otro factor
protector del hospedero frente a la infeccion es la activacion y diferenciacion de
células efectoras T CD4+ hacia un tipo de respuesta Thl, que promueve la secrecion
de IL-2, IFN- y linfotoxina. Se ha demostrado la existencia de una correlacion entre

susceptibilidad a la infeccion y la activacion de una respuesta Th2 (20). Sin

11



embargo, esta correlacion no determina totalmente la respuesta inmune, es
necesario incluir otras moléculas efectoras debido a que es un proceso complejo
(21). Otras enfermedades coexistentes y coinfecciones (22), malnutricion, edad y
deficiencia inmunoldgica o estado de inmunosupresion influyen mucho en el
desarrollo y progresion de Leishmaniasis, por eso es importante tener en cuenta la

condicion del paciente.

3.3 Diagnadstico de Leishmaniasis Tegumentaria Americana

El diagnostico de LTA consiste principalmente en la demostracion de la presencia
del agente etioldgico en la lesion del paciente. Existe una gran variedad de pruebas:
directas, como la observacion al microscopio del frotis de la lesion tefiida con
Giemsa, histopatologia, cultivo de parasitos y técnicas moleculares; e indirectas,
como la deteccion de anticuerpos producidos por el paciente (23). Debido a la
limitada cantidad de parasitos recuperables de las lesiones, se describen valores de
sensibilidad para la deteccion directa (microscopia) mediante la identificacion de
amastigotes en tejido de lesiones que flucttan entre el 50-70% en Europa y Asia, y
del 15-30% para América Latina. Estos rangos aumentan a 44-58% cuando se
cultivan las muestras, y a 38-52% cuando se inyecta el aspirado de las lesiones en
modelos in vivo (7). Las pruebas seroldgicas actuales son de uso limitado para LC
y LM, debido a su baja sensibilidad (27.7% mediante inmunofluorescenica y 70%
mediante ELISA) (dado que en ambas formas clinicas predomina la respuesta
inmune celular), asi como la baja especificidad debido a una frecuente reactividad

cruzada principalmente con Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de
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Chagas (7,3). Por otro lado, las técnicas moleculares presentan una elevada
sensibilidad a comparacion de las técnicas parasitologicas convencionales y
permiten la identificacion de la especie de Leishmania (17). Entre ellas, la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) es el método mas comun, se considera una técnica
muy sensible y especifica y posee la ventaja de poder detectar el ADN de
Leishmania spp. directamente en muestras clinicas, ain en condiciones de reducida
carga parasitaria si se usa una diana genética multicopia. Este método tiene como
principio la repeticion de ciclos de calentamiento y enfriamiento de fragmentos de
ADN molde permitiendo su replicacion enzimatica en presencia de cebadores de
ADN, desoxirribonucleédtidos trifosfato (dNTPs), magnesio y un buffer para el
adecuado funcionamiento de la enzima ADN polimerasa. La PCR presenta una
sensibilidad del 75-98% al usar al ADN del kinetoplasto de Leishmania como diana
(24, 25). Otros métodos moleculares usados son PCR-RFLP y RT-PCR. El primero
usa enzimas de restriccién con el fin de generar fragmentos de diferentes tamafios
en el amplicon (producto de PCR) de la diana seleccionada, formando un patron
especifico para cada especie de Leishmania. De otro lado, la PCR en tiempo real
(RT-PCR) afiade sondas o tintes fluorescentes que se unen al ADN de doble hebra
previamente amplificado por PCR permitiendo la cuantificacion del acido nucleico
diana y menores limites de deteccion. A pesar de su alta sensibilidad, estas técnicas
moleculares no son usadas rutinariamente en paises en vias de desarrollo, como
Per(, debido a que las regiones endémicas de Leishmaniasis pertenecen a zonas
rurales donde no se posee la infraestructura, equipamiento adecuado y personal
capacitado para realizar un diagnostico eficiente (2, 26). También se han reportado

técnicas de amplificacion isotérmica como RPA (Amplificacion por la

13



recombinasa) y LAMP (Amplificacion isotérmica mediada por bucle), sin embargo
requieren optimizacion y validacion para su uso, ademas de ser acopladas a técnicas
eficientes de para la correcta lectura e interpretacion de la sefial (27-30). Las
técnicas moleculares estan confinadas a centros de referencia y laboratorios de
investigacion. Por estas razones, se refiere a la microscopia directa como la técnica
mas usada (31, 32, 33). Estudios previos en Per( reportan que el uso de microscopia
directa esta asociada a elevados diagndsticos inexactos, conllevando en ocasiones
tratamientos innecesarios y cursos prolongados de la enfermedad (34). Cabe resaltar
que en las regiones endémicas de Leishmaniasis es comun el uso de tratamientos
tradicionales por los individuos afectados, tales como la aplicacion topica de
plantas, sustancias quimicas o calor en las lesiones. Un estudio realizado en Per(
sugiere que esta manipulacion podria estar asociada a la disminucion de la carga
parasitaria y alteracion de la morfologia de las lesiones, lo que obstaculiza el
diagndstico certero oportuno. Vinculado a esto, se impediria el inicio del
tratamiento oportuno y gratuito proporcionado por el Ministerio de Salud, que tiene

como requisito la demostracion de la presencia del agente causal (35).

3.4. Aptameros: herramientas emergentes en biotecnologia

Con el paso de los afios y el desarrollo de la biologia molecular, la teoria evolutiva
de Darwin ha sido extrapolada a la teoria del caldo primitivo de Oparin, en la cual
se describe la formacidon de vida a partir de biomoléculas. La tecnologia ha
permitido demostrar que mediante la seleccion in vitro es posible la evolucion de
una poblacién de é&cidos nucleicos y proteinas en tubos de ensayo; estos

experimentos han sido claves en la seleccion artificial de moléculas capaces de
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interactuar con diferentes dianas e incluso interferir con su actividad (36). Una de
estas tecnologias es SELEX (systematic evolution of ligands by exponential
enrichment), cuyo principal objetivo es generar moléculas de oligonucleotidos de
alta afinidad y especificidad de union a la diana seleccionada. La diana se presenta
unida a una superficie y es incubada con una biblioteca altamente diversa (10%3-
10%) de oligonucledtidos, de los cuales solo aquellos mas afines y de union
especifica van a permanecer unidos. Después de realizar los lavados para separar
aquellos oligonucledtidos menos afines, las secuencias unidas son amplificadas por
PCR; y este proceso de incubacion, lavado y amplificacion se repite varias veces
(10 a 15) y en condiciones mas restrictivas, hasta obtener una poblacion de
secuencias de oligonucledtidos enriquecida (alta afinidad por la molécula diana)
(37, 38). Posteriormente, estas secuencias son identificadas con diversas
herramientas; actualmente la mas comin es la secuenciacion de proxima
generacion. Y una vez caracterizadas cuando su funcion ha sido demostrada, se
denominan aptameros. Los aptdmeros, cuyo nombre brindado por Andy Ellington
proviene de los términos en latin “aptus” que significa encajar y el término griego
“mera” que significa molécula (39), son cadenas cortas de &cidos nucleicos cuya
estructura 3D les permite interactuar de manera especifica con diferentes moléculas
diana a través de puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas, efectos
hidrofobicos, fuerzas de Van Der Waals y sobre todo por complementariedad de
forma (40). Se pueden presentar en la naturaleza como riboswitches; sin embargo,
la mayoria se disefian in vitro dirigidos a una diana de interés en condiciones
determinadas (41). Los aptameros presentan multiples ventajas frente a los

anticuerpos por la facilidad de sintesis y reproducibilidad en su produccién, bajo
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costo, capacidad para ser seleccionados en multiples condiciones de seleccion y
variedad de dianas, mayor estabilidad a altas temperaturas y plegamiento reversible,
ademas de baja inmunogenicidad (42). Asimismo, la modificacion de los extremos
mediante la union de diferentes grupos funcionales como polietilenglicol y biotina
permite controlar la orientacion de estos después de su inmovilizacién. También se
describe el uso de modificaciones quimicas en las bases nitrogenadas con el fin de
proveer estabilidad frente a la degradacion por enzimas (43). La importancia de los
aptameros recae en la capacidad de estos para ser facilmente usados en sensores y
accionadores de sistemas de deteccion (4). La versatilidad de estas moléculas
permite desarrollar multiples aplicaciones, entre ellas, visualizacion de tumores,
deteccidn de analitos, captura de agentes patdgenos, antimicrobianos, biosensores,

entrega de farmacos, plataformas de deteccion de patdgenos, etc. (44).

3.5. Antecedentes en la seleccion de aptameros para patdgenos

Como se ha mencionado previamente, un factor importante para el control de las
enfermedades infecciosas es el diagndstico preciso a tiempo. Existen diversas
técnicas diagndsticas usadas en el laboratorio, cada una con sus respectivas ventajas
y desventajas; por lo tanto, el desarrollo de herramientas de deteccion rapidas y
costo-efectivas proporciona grandes beneficios en el sector salud. Anteriormente,
se han reportado multiples estudios donde se evidencia el uso de aptameros para la
deteccidn de diversos agentes patdgenos y diferentes plataformas, debido a su
sencilla produccion en masa y gran versatilidad.

Kumari y col. (2019) usaron un biomarcador y aptdmero previamente reportados

(45), para el desarrollo de un test para el diagndstico rapido de tuberculosis pleural.
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La sensibilidad del test desarrollado usando liquido pleural fue comparada con el
test de ELISA (Enzyme-Linked Immobilized Sorbent Assay), obteniéndose una
sensibilidad estadisticamente mayor en el novedoso test a base de aptdmeros
ALISA (Aptamer-Linked Immobilized Sorbent Assay) (93% en ALISA vs. 24% en
ELISA)(46). La deteccion de agentes patdgenos en la industria alimentaria es de
suma importancia para la proteccion de la salud publica. Bayrac y col. (2017)
desarrollaron un test colorimétrico de tipo sandwich basado en aptameros de ADN
para la deteccién de Salmonella enteritidis, visualmente detectable. Los aptdmeros
fueron seleccionados mediante Cell-SELEX, similar al SELEX convencional, con
la variante de usar una célula completa. En dicho estudio se logré un limite de
deteccion de 103 UFC/mL (47). Asimismo, Shin y col. lograron desarrollar un
método de deteccidn colorimétrico a partir de una tira de papel, propuesta como
plataforma POC (point-of-care) para zonas con acceso limitado a centros de salud
y laboratorios altamente equipados para el diagnéstico de Vibrio fischeri. Se logro
una capacidad de detectar desde 4 x 10 hasta 4x 10° UFC/mL de V. fischeri (48).
Otra herramienta biotecnoldgica muy Gtil y usada actualmente para el diagndstico
de diferentes patogenos es CRISPR/Casl12a. Recientemente, Li y col. (2021)
lograron acoplar esta herramienta a aptdmeros para el desarrollo de una plataforma
ultrasensible de deteccion capaz de reconocer diferentes tipos de biomarcadores y
capaz de adaptarse a diferentes tipos de readouts como absorbancia, fluorescencia
0 usando equipos de microfluidica(49).

En Peru, la identificacion de aptameros para el reconocimiento de péptidos
derivados de proteinas de membrana de parasitos, se ha realizado previamente.

Pefiaranda (2018), identificd 5 aptdmeros capaces de unirse de manera especifica a
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un péptido derivado de una proteina de membrana de Trypanosoma cruzi, usando
SELEX convencional y ensayos de ELONA (por sus siglas en idioma inglés:
Enzyme-linked oligonucleotide assay)para determinar la capacidad de unién de
manera cualitativa (50).

Del mismo modo, Huanachin (2018), logra aislar un aptdmero afin a un péptido
derivado de proteinas secretadas y abundantes del metacéstode de Taenia solium.
Ademas, logra determinar el valor de la constante de disociacion de union mediante
ensayos de Stopped-flow (51).

Asimismo, Joseph y col. (2019) identificaron y caracterizaron aptameros capaces
de reconocer de manera especifica la proteina HMGB1 (High-Mobility Group Box-
1) de Plasmodium falciparum, esta proteina diana fue seleccionada a partir de data
de ribosome profiling y modelamiento estructural, con el fin de seleccionar un buen
candidato a ser evaluado como biomarcador del agente patdgeno. La afinidad de
union de los aptameros fue determinada mediante termoforesis de micro-escala y

cinética rapida, obteniéndose valores de afinidad en el rango nanomolar (52).

La identificacion y caracterizacion de aptameros especificos para el reconocimiento
de diferentes especies de Leishmania ha sido realizada por escasos grupos de
investigacion. Previamente, Ramos y col. (2007) identificaron (mediante SELEX)
una poblacion de aptameros con alta especificidad para el antigeno H2A de L.
infantum y ninguna reaccion cruzada con BSA, con un limite de deteccién de 50 ng
de proteina usando ELONA. Sin embargo, en lisados de células humanas de
pacientes infectados, la poblacion de aptameros mostrd una sensibilidad muy baja

asi como el reconocimiento no especifico de otras proteinas. Se espera que con
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selecciones adicionales de la poblacion de aptameros, descartando aquellos de
uniones inespecificas a proteinas humanas, potencialmente puedan ser usados en
plataformas de deteccion y diagnostico (53). Igualmente, el mismo grupo de
investigacion seleccion6 una poblacion de aptameros especificos para el antigeno
H3 de L. infantum como blanco, demostrando que potencialmente también podria
aplicarse para la deteccion de Leishmania en una plataforma ELONA (53).
Asimismo, Martin y col. (2013) aislaron y caracterizaron dos aptameros
(AptLiH2A 1y AptLiH2A 2) para H2A de L. infantum a partir de poblaciones de
aptameros previamente seleccionadas. Usando SELEX y mediante ensayos de pull-
down se seleccion6 los de mayor afinidad y especificidad. A pesar de poseer
distintas estructuras primarias y secundarias entre ellos, ambos aptameros se dirigen
a los mismos péptidos en la proteina H2A y fueron capaces de identificar las
proteinas H2A nativa (enddgena del parasito) y recombinante.

Posteriormente, en una plataforma ELONA se logré determinar el nimero de
parésitos a partir de cultivos celulares. Sus resultados demostraron que estos
aptameros pueden ser usados potencialmente como herramientas de diagnéstico, asi
como para la purificacion por afinidad de la diana a partir de lisados celulares y

considerarse potencialmente para su uso en muestras de sangre, orina, etc (54).

Posteriormente, Guerra-Pérez y col. (2015), seleccionaron una poblacion de
aptameros afines y especificos para la proteina PABP (poly (A)-binding protein) de
L. infantum. Estos aptameros fueron caracterizados con ensayos de ELONA y Slot-

blot mostrando un limite de deteccion de proteina endogena correspondiente a 2500
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promastigotes de L. infantum. Asimismo, demostraron la capacidad de purificar

LiPABP a partir de mezclas complejas (55).

De la misma forma, Moreno y col. (2003) disefiaron una nueva metodologia de
SELEX usando oro coloidal para seleccionar secuencias de hebra simple de ADN
capaces de unirse con gran afinidad a KMP-11 de Leishmania infantum, que
corresponde a una proteina presente en la membrana de kinetoplastidos (56). Este
mismo grupo de investigacion usé electrodeposicion selectiva de oro ligado a
proteinas en electrodos serigrafiados para la deteccion de KMP-11 en Leishmania
infantum como prueba de concepto (57), aplicando los aptdmeros previamente
identificados y caracterizados en el estudio previo a una plataforma de deteccion.
Esta plataforma ofrece la ventaja de poder controlar la orientacion de la diana,
reducir uniones inespecificas y permitir un mejor acceso a los aptdmeros para un
adecuado reconocimiento. Los investigadores lograron un limite de deteccién de
2.27 mM de KMP-11 de L. infantum, considerado relativamente alto, sin embargo,

con posibles optimizaciones podria ser muy atil (57).
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V.

OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Seleccionar e identificar aptameros de ADN especificos para el reconocimiento de

péptidos derivados de proteinas de membrana de Leishmania braziliensis.

4.2. Objetivos especificos

1.

Identificar in silico potenciales biomarcadores proteicos como dianas de captura de
Leishmania braziliensis y de éstos seleccionar péptidos expuestos para ser usados
como moléculas diana en la seleccion de aptameros.

Seleccionar in vitro potenciales secuencias de acidos nucleicos (aptdmeros
candidatos) afines a biomarcadores peptidicos diana mediante el método SELEX.
Identificar las mejores secuencias candidatas a aptameros de unién especifica a
biomarcadores peptidicos de Leishmania braziliensis.

Evaluar el reconocimiento entre aptdmeros candidatos y biomarcadores peptidicos

mediante ELONA.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefno de estudio

Experimental in vitro, analitico.

5.2. Procedimientos y técnicas

Las diferentes etapas del trabajo experimental y analisis bioinformético realizados

en este estudio se muestran esquematizadas en la Figura 4.

(1) SELEX (X- Aptamers) (2) Amplificacién por
PCR

@ Nes

Acido
sulforico

5,0 TMB TR 25" Precipitado
L]
L]

@ amarillo
HRP-Streptavidina —\

Aptamero
Péptido

(5) ELONA

Aptamer
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Secuencias de
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Figura 4: Flujograma de la metodologia de trabajo.

Seleccion de péptidos de membrana como posibles dianas de captura de

Leishmania braziliensis

Las dianas de captura requieren ser proteinas relativamente abundantes y estar

localizadas en la superficie de la membrana externa de Leishmania. Previamente,
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se partio de bases de datos disponibles de proteoma y secretoma de Leishmania
braziliensis, y del analisis secundario de data reportada de ribosome profiling
(analisis de perfiles de ribosomas) para Leishmania donovani (58). Este Gltimo
refleja la expresion génica global, particularmente la sintesis y abundancia de
proteinas, lo que permite identificar proteinas con alta especificidad y abundancia
en Leishmania. Se escogieron proteinas presentes en la membrana externa de
acuerdo a data reportada en la literatura. Los modelos estructurales de las proteinas
homologas en la cepa L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 de las proteinas
seleccionadas se predijeron in silico utilizando el servidor Swiss Model para buscar
regiones externas expuestas de acuerdo a data reportada en la literatura. La
estructura de esas regiones se predijo mediante modelamiento por threading. Se
seleccionaron péptidos de 20-30 residuos de la region externa para cada proteina
diana segun la presencia de una estructura secundaria. Finalmente, las secuencias
se alinearon contra el proteoma humano usando BLASTp de NCBI para descartar
estructuras secundarias similares, obteniéndose cuatro péptidos candidatos. La
estructura de estos péptidos fue modelada por homologia usando 3 programas
bioinformaticos diferentes (PyMOL, Modeller y Swiss Model). Para la seleccion de
los péptidos diana, se tomé en cuenta el grado de expresion (abundancia) de la
proteina correspondiente (previamente reportado en la literatura) y la estabilidad de
sus estructuras secundarias, priorizando las estructuras de alfa hélice. Los péptidos
seleccionados se sintetizaron a pedido con modificaciones de biotina en el extremo

5.

Seleccion de aptameros especificos para péptidos
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Los péptidos liofilizados seleccionados se resuspendieron en una solucion con
dimetilformamida (DMF) al 10%, 2N NaOH al 2% y agua libre de nucleasas. Para
la seleccion de aptdmeros de ADN in vitro, se usé el kit X-Aptamers (AM
Biotechnologies, LLC, USA). Este kit se basa en el principio basico de SELEX,
con la diferencia de contar con una biblioteca de oligonucle6tidos adherida a perlas
con secuencias repetidas en toda la superficie de cada perla, de manera que requiere
menos repeticiones de seleccion y amplificacion. Siguiendo el protocolo del Kit, las
reacciones se realizaron en buffer A (1x PBS pH 7.4, MgCI2 1mM, Tween 20
(0.05%), BSA 0.5%) y buffer B (1x PBS pH 7.4, MgCI2 1mM, Tween 20 (0.05%))
a 25°C (TA). El kit proporciona la biblioteca de secuencias adheridas a perlas
(beads) de poliestireno y cada perla contiene la misma secuencia repetida miles de
veces en toda su superficie, también proporciona 1 cebador forward que es comun
para todas las secuencias de la biblioteca y 7 cebadores reverse que permiten
identificar las secuencias pertenecientes a cada una de las 7 condiciones diferentes
de seleccidn secundaria. Sin embargo, para poder usar el kit es necesario adicionar
perlas magnéticas que permitan la interaccién con la molécula diana y la
recuperacion de las perlas de poliestireno con secuencias afines a la diana, mediante
un rack magnético. Las perlas magnéticas usadas en este estudio fueron Dynabeads
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) asociadas a estreptavidina,

con la finalidad de usar dianas biotiniladas (Figura 5).
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Figura 5: Diferentes tipos de perlas para el proceso de seleccion de aptameros
candidatos mediante el kit X-Aptamers. (A) Perlas de poliestireno cubiertas con la
misma secuencia repetida en toda su superficie, que juntas conforman la biblioteca
de secuencias randomizada de ADN de hebra simpre. (B) Perlas magnéticas
asociadas a estreptavidina (Dynabeads) para la incubacion con los péptidos diana

biotinilados y la recuperacion de secuencias que interacttan con las dianas.

Con el fin de que el ADN de la biblioteca adopte la estructura 3D favorecida
termodindmicamente, este se activo a través de una incubacion a 95°C durante 5
minutos, posteriormente se enfrié a 25°C (TA) durante 30 minutos para el adecuado
plegamiento (folding). Después de la preparacion de la biblioteca, se procedio a
recubrir las perlas magnéticas asociadas a estreptavidina con los péptidos diana
biotinilados a usar (péptido 2 y 3), incubandolos con un exceso de diana, durante
30 minutos a TA, para garantizar el recubrimiento completo de las perlas (Figura

6).
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Figura 6: Incubacidn de perlas magnéticas asociadas a estreptavidina con péptidos

diana biotinilados.

Posteriomente, se realizaron 3 selecciones (Figura 7):

a) Seleccion negativa:

Se enfrentaron 125 L de la biblioteca con perlas magnéticas sin diana adherida en
la superficie durante 1 hora a 25°C (TA) y en movimiento. Las perlas de
poliestireno con la biblioteca de secuencias adheridas que no se unieron a las perlas
magnéticas en esta seleccion negativa se colocaron en un nuevo tubo Eppendorf de
1.5 mL para proceder con la siguiente seleccion.

b) Primera seleccion positiva: La biblioteca restante de la anterior seleccion se
incubd con los péptidos acoplados individualmente a perlas magnéticas en buffer A
durante 90 minutos a TA con rotacion. Mediante lavados se eliminé aquellas perlas
de poliestireno que no interactuaron con las perlas magnéticas asociadas a dianas.
Posteriormente, se procedié a separar las secuencias de ADN de las perlas de
poliestireno a través de hidrolisis alcalina con NaOH 1N a 65°C.

c) Segunda seleccion positiva: Usando las secuencias de ADN previamente

separadas de las perlas de poliestireno (aquellas que interactuaron con las perlas
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magnéticas unidas a la diana) mediante hidrolisis alcalina con NaOH 1N, se
realizaron 7 selecciones individuales (Tabla 1). Los controles de seleccion se
ubicaron en los tubos 1 y 7 (siendo el tubo #1 la biblioteca inicial y el tubo #7 el
control negativo (ausencia de diana) de la segunda seleccién positiva); mientras que
en las reacciones 2 a 6 se colocaron tres concentraciones diferentes del péptido 3y
dos concentraciones del péptido 2 (Tabla 1). Al finalizar la incubacion de 1 hora a
TA en movimiento, se recuperaron las secuencias mas afines a la diana a través de

las perlas asociadas a estreptavidina y un rack magnético.

Tabla 1

Condiciones de la segunda seleccidn positiva con X-Aptamers.

1 Biblioteca inicial
Péptido 3 a 1500 nM
Péptido 3 a 150 nM
Péptido 3 a 15nM
Péptido 2 a 1500 nM
Péptido 2 a 150 nM

(§8)

~N | |n || W

Control negativo de seleccion secundaria
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Figura 7: Proceso de seleccion de secuencias usando el kit X-Aptamers.

Amplificacion de secuencias de ADN seleccionadas

Se amplifico las secuencias mediante PCR. Las condiciones de PCR por cada
reaccion fueron 1x PCR buffer, 2.5 mM MgClz, 0.2 mM dNTPs, 1 U Taq ADN
polimerasa, 0.4uM de cada cebador directo y reverso. Los cebadores usados fueron
aquellos correspondientes a la secuencia flanqueante a la regién aleatoria de la

biblioteca del kit X-aptamers:

28



Cebador directo: 5>CAGGGGACGCACCAAGG ¥’

Cebador reverso: 5’>CAGCACGCGGGTCATGG 3’

La configuracion del termociclador usada fue 94°C por 30 segundos, 50°C por 30

segundos, 72°C por 1 minuto, y una extension final de 72°C por 3 minutos.

Con el fin de determinar el nimero de ciclos 6ptimo (ausencia de productos
secundarios, bandas claras y de grosor similar), se extrajo 10 pl de cada tubo en un
intervalo de 4 ciclos, a excepcién del control negativo de PCR (tubo N°8) cuyo

contenido solo se evalud al finalizar el ciclo final.

Finalmente, la visualizacion y control de calidad del producto de PCR#1 se realizd
a través de la observacion mediante un transiluminador de luz UV de geles nativos
de 10% poliacrilamida en buffer TBE tefiidos con un bafio de SYBR Gold tras la
electroforesis. Tras la visualizacion de la integridad y pureza de los productos de la
primera amplificacion, se procedio a realizar la segunda amplificacion con el fin de
agregar los adaptadores para el proceso de secuenciacion de proxima generacion a
usar y se repitio el proceso de corrida y visualizacion del gel de poliacrilamida al
12,5% (tefiido con un bafio de SYBR Gold 1x). La tercera PCR se realiz6 con el
fin de agregar los indices (indexes) para la secuenciacion; los productos
amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 0,8% con SYBR Gold

mezclado con el loading buffer.

Purificacion de productos y secuenciacion de proxima generacion

Una vez obtenidos los productos del PCR #3, se realizo purificacion usando

AMPure XP (Beckman Coulter Inc, California, EE.UU.) para la secuenciacién en
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MiSeq 2000 (Illumina, CA, EE.UU.) usando el Kit 16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation (lllumina, CA, EE.UU.). El procedimiento de secuenciacion

fue realizado por la empresa GenLab del Per( S.A.C. (Lince, Lima- Peru).

Anélisis bioinformético de aptdmeros candidatos

Posterior a la secuenciacion, se realizd un andlisis bioinforméatico mediante el
programa FASTAptamer (59) (https://burkelab.missouri.edu/fastaptamer.html).
Con el fin de determinar la biblioteca ideal para realizar el andlisis, se evalu6 el
nimero de secuencias totales y secuencias Unicas presentes en el output
demultiplexado (data con archivos separados de lecturas forward y reverse) y el
output sin cebadores obtenido de la herramienta CutAdapt en galaxy.org. La
frecuencia de las secuencias totales y Unicas se determin6 aplicando el comando

FASTAptamer Count.

Con la biblioteca seleccionada se procedio a realizar el anélisis de enriquecimiento
de secuencias individuales en cada una de las 7 selecciones. Se establecieron nueve
comparaciones (Tabla 2), después se procedio a aplicar los comandos considerando
el parametro -f =2 que permite filtrar aquellas secuencias que tengan menos RPM
(reads per million nucleotides) del valor establecido. Las tablas obtenidas después
de aplicar el comando Enrich proporcionan informacién de longitud, lecturas
totales, lecturas por millén, ranking y valores de enriquecimiento entre las

condiciones seleccionadas para su comparacion (Tabla 2).
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Tabla 2

Esquema de evaluacion del enriquecimiento entre condiciones de seleccion.

enrich 1

enrich 2

enrich 3

enrich 4

enrich 5

enrich 6

enrich 7

enrich 8

enrich 9

Biblioteca
inicial

Biblioteca
inicial

Biblioteca
inicial

Biblioteca
inicial

Péptido3 a
1500 nM

Biblioteca
inicial

Control
negativo

Péptido 2 a
1500 nM

Péptido 2 a 150
nM

VS

VS

V.S

VS

V.S

VS

VS

VS

VS

Control
negativo

Péptido3 a
1500 nM

Péptido 3 a 150
nM

Péptido 3 a
15nM

Péptido 3 a 150
nM

Péptido2 a
1500 nM

Péptido2 a
1500 nM

Péptido3 a
1500 nM

Péptido 3 a 150
nM
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VS

VS

V.S

V.S

V.S

V.S

Control
negativo

Control
negativo

Control
negativo

Péptido 3 a
15nM

Péptido 2 a 150
M

Péptido 2 a 150
nM



A continuacion, se procedio a realizar el analisis de cluster o familias que permite
agrupar secuencias en familias similares. Los parametros a considerar fueron la
distancia de Levenshtein (-d), siendo ésta el minimo ndmero de modificaciones
requerido para considerar a dos secuencias diferentes; y los valores de RPM de las
secuencias (-f). Para determinar los valores adecuados (mayor diversidad de
familias) de los parametros mencionados, se experimentd con diferentes valores de

-d(3,5,7,9y10)y f (3, 4, 6 y 8).

Con las secuencias agrupadas se realizd el andlisis de enriquecimiento de
familias. Usando los valores de enriquecimiento, abundancia y lecturas en analisis
individuales y de familias, se identificd las cinco mejores secuencias candidatas a
aptameros para cada diana usada (péptido 3 y péptido 2). Los potenciales aptdmeros
seleccionados se obtuvieron por pedido a Macrogen (Seul, Corea del Sur) con una

modificacion de TEG-biotina en el extremo 3°.

Optimizacion y validacion de la interaccion in vitro mediante ELONA

La evaluacién de la union entre los aptameros y péptidos diana se realiz6 mediante
un ensayo de ELONA con péptidos (60). Este consiste en la inmovilizacion de las
dianas e incubacién con sus respectivos ligandos para determinar la proporcion
entre ligandos unidos y libres a través de la determinacion de la absorbancia del
producto de la catélisis del sustrato por la enzima peroxidasa de rabano asociada
con el complejo ligando-diana inmovilizado. Para la optimizacion del protocolo se
evalué un control negativo adecuado, sustancias bloqueantes, tiempo de incubacion

y controles.
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Se recubrid los pocillos de una placa de 96 pocillos Nunc MaxiSorp (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) con 100 pL de avidina (10
pg/mL) en buffer carbonato bicarbonato (ph 9,6) e incubd durante la noche a 4°C.
A la mafana siguiente, se procedié a lavar 4 veces cada pocillo con 200 pL de
buffer PBS-T (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM de buffer fosfato y Tween 20
0,05%). A continuacién, se bloque6 la superficie con 200 puL de BSA al 1% en

buffer de lavado (PBS-T) durante 2h en movimiento a 37°C.

Después de la incubacion y los 4 lavados, se procedi6 a agregar 100 pL del péptido
diana (1 uM) biotinilado resuspendido en buffer B (mismo buffer de seleccion de
aptameros) y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas en movimiento.
Posteriormente, se lavo 4 veces los pocillos usando 200 pL de buffer de lavado y
se procedié a agregar 100 pL de aptdmeros (1 uM) marcados con TEG-biotina en
el extremo 3’ en buffer B e incubo por 2 horas a TA. Al finalizar la incubacion, se
agregd 100 pL de una dilucién de 1/1000 de peroxidasa de rabano (HRP)-
estreptavidina y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente. Se eliminé el
sobrenadante y nuevamente se lavd 4 veces con buffer de lavado. Finalmente se
revel6 con 100 pL de TMB durante 3 minutos en la oscuridad, se afiadié 50 uL de
2M H2S04 para detener la reaccion y se leyd la absorbancia a 450 nm en el lector
de placas Synergy H1 (BioTek, Agilent Technologies, Santa Clara, California,

EE.UU.).

Posteriormente, se agregé al protocolo un segundo bloqueo con 100 pL de biotina
a 0,4 uM después de la incubacion de los péptidos diana, a fin de bloquear el resto

de sitios libres de la avidina. Ademas, se agregd BSA al 0,1% en el buffer de lavado
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usado y se aumento el volumen de la solucién bloqueante a 300 uL con el fin de

reducir la sefial de ruido de fondo (background).

Una vez seleccionados los mejores aptameros candidatos con los resultados del
ELONA previamente mencionado, se procedié a realizar la titulacion del mejor
aptamero candidato para cada diana. Las concentraciones de aptdmero usadas
fueron: 0 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM y 2 uM. Los
controles usados para determinar que el ensayo habia sido realizado de manera

correcta fueron los siguientes:

Control positivo de ensayo: Fijacion de la proteina diana con cola de histidina (IF8
de Trypanosoma cruzi, producida como proteina recombinante en E. coli en el
Laboratorio de Biomoléculas-UPC por Katherin Pefiaranda (50) vs. Aptameros

afines a cola de histidina previamente reportados (61) (Figura 8).

e oTMB ~ 4
L J -

o ] ipitad -
HRP-Estreptavidina N ° o0 precik tado
Aptamero Cola de histidina
m_ = - : _.yg”‘_
N L Ll

IF8 de T. cruzicon
cola de histidina

IF8 de T cruzi

Figura 8: Representacién de control positivo de ensayo.

Control negativo de ensayo: Fijacion de BSA al 5% vs. Aptamero afin a cola de

histidina usado en el control positivo de ensayo.

Control cruzado de aptameros para peéptidos de Leishmania braziliensis:
Péptido biotinilado derivado de una proteina de membrana de Leishmania

braziliensis usado en la selecciéon primaria con X-Aptamers, fijado a través de
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avidina previamente incubada overnight en los pocillos, vs. Aptamero inespecifico.

Ejemplo: Péptido 2 vs. aptamero 5 seleccionado especificamente para el péptido 3.

Control negativo (non-cognate): Péptido derivado de proteina de membrana de
Leishmania braziliensis biotinilado, no usado en la seleccién primaria con X-
Aptamers (péptido 1) y fijado a través de avidina previamente incubada overnight
en los pocillos vs. cualquiera de los aptdmeros candidatos seleccionados en este

estudio.

5.4 Consideraciones éticas

Este estudio se llevo a cabo después de la revision y aprobacion por la Direccion
Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Asimismo, fue exonerado de revisién por el
Comité Institucional de Etica en Humanos o en Animales.

El presente trabajo, registrado con el cdédigo SIDISI 203837, cuenta con la
exoneracion de revision por el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI)

de la UPCH (carta del CAREG-ORVEI N° 044-22 recibida el dia 17/03/2022).

5.5 Plan de anélisis

Se evaluo la diferencia estadistica entre los ratios de absorbancia de los aptameros
candidatos con su respectiva diana versus los controles negativos y cruzados (diana
inespecifica) usando la prueba t de Student, tomando en cuenta un nivel de
significancia (0<0,05). Los experimentos se realizaron por triplicado y los

resultados mostrados en las graficas representan el promedio de los resultados
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obtenidos. Para la determinacion de la afinidad de manera cualitativa, se comparo
los valores de absorbancia entre los aptameros candidatos con su respectiva diana
versus la absorbancia del control positivo (aptameros anti-HIStag). Los datos
fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 9.3.1 (disponible en
www.graphpad.com). Los graficos se realizaron con el programa GraphPad Prism

y la herramienta virtual BioRender (https://biorender.com/).
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VI.

RESULTADOS

VI.1 Identificacidn de potenciales biomarcadores peptidicos

Se partio del andlisis de la data de experimentos de ribosome profiling reportados
por Bifeld et al. (2018) para Leishmania donovani (54), considerandose la
abundancia relativa (protected sites/ RNA reads per coding sequence),
correspondiente al nimero de lecturas (obtenidas por secuenciacion de ARN) de
fragmentos de ARN mensajero (ARNm) protegidos por el ribosoma en relacion a
las lecturas de ARNm total. Especificamente este pardmetro permite distinguir
ARNmM que se traduce activamente en un punto de tiempo dado en una célula, y
asimismo refleja la eficiencia de la traduccion, es decir, la cantidad de proteina
sintetizada en un determinado tiempo en una célula. A partir de dicho analisis se
identifico cuatro proteinas con dominio transmembrana (tabla en anexo) expresadas
en ambos estadios (promastigote y amastigote) de Leishmania (62-65). Posterior al
analisis de prediccion estructural in silico, se seleccionaron aquellos péptidos
expuestos como dianas para la seleccion de aptameros.

A partir del modelamiento por homologia de los péptidos diana usando diferentes
programas de modelamiento (PyMOL, Modeller y Swiss Model), se obtuvieron
diferentes estructuras (Figuras 9-12). Los analisis in silico permitieron la seleccion
de las estructuras secundarias méas estables, sobre todo estructuras alfa hélice,
presentes en los péptidos 3 y 2, los cuales fueron escogidos como blancos para

SELEX.
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Figura 10: Modelamiento por homologia del péptido 2, a través de PyMOL.
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Figura 11: Modelamiento por homologia del péptido 3, a través de PyMOL

Figura 12: Modelamiento por homologia del péptido 4, a través de

PYMOL.
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V1.2 Amplificacion de secuencias seleccionadas mediante X-Aptamers

Al determinar de manera empirica el nimero de ciclos de amplificacién por PCR
necesarios para cada condicion de seleccion, se realizo la corrida electroforética en
gel de poliacrilamida al 12,5% de los productos de la primera amplificacion por
PCR que consiste en agregar la secuencia de 6 nucleo6tidos para identificar las
secuencias correspondientes a cada una de las 7 condiciones de seleccion (Figura
13). Posteriormente se realiz6 el segundo PCR para agregar los adaptadores
necesarios para la secuenciacion de proxima generacion y los productos generados
fueron visualizados de la misma manera que los productos anteriores (Figura 14).
Finalmente se realiz6 el tercer PCR para agregar los indexes y se visualizaron los

productos mediante un gel de agarosa al 0,8% (Figura 15).

Figura 13: (Arriba) Estructura de las secuencias después de la primera
amplificacion por PCR. (Abajo) Productos de PCR#1, PAGE al 12.5%, 250V

durante 15 min, tefiido con bafio de SYBR Gold al finalizar la corrida. De izquierda
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PCR1 PRIMER FORWARD 40 nt aleatorios PRIMER REVERSE
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17 nt 17nt

a derecha, Ladder Amplisize, Blanco de PCR, productos de seleccion de X-

Aptamers del tubo 1 al 7 (en el gel se cargaron 10 pL de cada producto).

FORWARD ) REVERSE
PCR2 OVERHANG PRIMER FORWARD 40 nt aleatorios PRIMER REVERSE OVERHANG
147 nt 33 nt 17 nt 17nt 6nt 34 nt

1000 bp
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600 bp
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400 bp
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Figura 14:(Arriba) Estructura de las secuencias después de la segunda
amplificacion por PCR. (Abajo) Productos de PCR#2, PAGE al 12.5%, 250V
durante 15 min, tefiido con bafio de SYBR Gold al finalizar la corrida. De izquierda
a derecha, Ladder Amplisize, Blanco de PCR, productos de seleccion de X-

Aptamers del tubo 1 al 7 (en el gel se cargaron 10 pL de cada producto).

FORWARD REVERSE i
PCR3 index1 overHaNG PRIMER FORWARD 40 nt aleatorios PRIMER REVERSE OVERHANG index2

200 nt SRR R RN RN RN R R RN RN RN RN RN R RN RN RN
aprox 33nt 170t 17m 6nt 34nt

Figura 15: (Arriba) Estructura de las secuencias después de la tercera amplificacion
por PCR. (Abajo) Productos de PCR#3, gel de agarosa al 2%, 800V durante 35 min.
De izquierda a derecha, Ladder, productos de seleccion de X-Aptamers del tubo 1

al 7 (en el gel se cargaron 3 uL de cada producto).
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# de secuencias

3.4 Analisis bioinformatico para la seleccion de las mejores secuencias candidatas

# de secuencias

a aptameros

Se procedi6 a hacer la secuenciacion a cargo de la empresa GenLab, proceso del
cual se obtuvo data demultiplex de la secuenciacion de proxima generacion de los
acidos nucleicos seleccionados in vitro por SELEX. Se realiz6 un analisis
estadistico de la diversidad de las secuencias obtenidas (Figuras 16 y 17), lo que
permiti6 escoger con cuél data trabajar (data cruda demultiplexada, secuencias con
cebadores recortados o secuencias filtradas en base a las lecturas por millon de

nucleotidos).

Secuencias demultiplexadas (read forward) Secuencias demultiplexadas (read reverse)
30000 30000 .
Secuencias totales
Secuencias Unicas
20000+ & 20000
&
3
2
10000~ 2 100004
0= T T T T T T O T T T T T T
1 2 3 4 5 6 T 1 2 3 4 5 6 7
Condiciones de seleccion Condiciones de selecciéon

Figura 16: Diversidad de secuencias a partir de data demultiplexada en lecturas

forward y reverse.

40000+ Reads reverse sin cebadores
30000 ‘
Secuencias totales
AN @ Secuencias Unicas
S 20000+
20000 2
(5]
[}
w
10000 2 10000
E: 3
0 T T T T T T 01— . ; . . . .
1 2 3 4 5 6 i 1 2 3 4 5 6 7
Condiciones de seleccion Condiciones de seleccion
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Figura 17: Diversidad de secuencias con cebadores recortados a partir de lecturas

forward y reverse.

Se us6 la data obtenida de las lecturas (reads) forward con los cebadores recortados,
debido a la diferencia estadisticamente significativa (p<0.001), entre el nimero de
secuencias totales y secuencias Unicas, hallada mediante un test de T de Student. A
continuacion, se evalu6 la distancia de Leveshtein y la cantidad de lecturas por
millon de nucledtidos minima para filtrar y agrupar las secuencias en familias o
clusters. En total se realizaron 17 pruebas con diferentes parametros (Figura 18),
con el fin de hallar las familias con secuencias més variadas, determinandose una
distancia de Leveshtein de 10 pares de bases y un filtrado de aquellas secuencias

que presenten menos de 3 lecturas por millon.

Prueba de cluster 1 (d:3 y f:4) Prueba de cluster 2 (d:3 y f:6)
60_ 60_
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cluster

40— 40 Reads

20+ \ 204
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[1] 200 400 600 0 100 200 300 400
Cluster Cluster
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Prueba de cluster 3 (d:3 y f:8)

Prueba de cluster 4 (d:3 y f:10)
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Prueba de cluster 9 (d:7 y f:4) Prueba de cluster 10 (d:7 y f:6)

60 60
__ Secuencias unicas por
cluster
40'& 40 - Reads
20 20+
P EE S ; P TP S — ;
1] 200 400 600 0 100 200 300 400
Cluster Cluster

Prueba de cluster 17 (d:10 y f:3)

150 o
___ Secuencias Unicas por

cluster

1004/ Reads

50

0 100 200 300
Cluster

Figura 18: Analisis de diversidad de secuencias por cluster segun valores de

distancia de Leveshtein y filtrado (Pruebas de cluster).

Con las secuencias individuales y en familias se realizd el analisis de
enriquecimiento para determinar aquellas secuencias con mayor cantidad de
lecturas en presencia del péptido diana versus los controles de seleccion. Se logro
identificar las cinco mejores secuencias candidatas a aptameros por cada péptido
diana usado (informacién no mostrada debido a que la patente esta pendiente).

6.4 Optimizacion de ELONA para péptidos y validacién de unién entre

dianas peptidicas y aptameros

Para la optimizacion de la técnica ELONA se probaron diferentes agentes
bloqueantes, periodos de incubacion y revelado, agentes para fijar los péptidos y

controles que nos indiquen que la reaccion funciona. La reduccién del ruido de
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fondo fue crucial para determinar cuales aptdmeros se desempefian mejor, siendo
mas afines y especificos. Esto se logro6 mediante el doble bloqueo; el primero de
ellos consiste en el bloqueo de la superficie expuesta después de la fijacion de los
pocillos con avidina y, el segundo, en la saturacion de la avidina biodisponible
después de la fijacion de los péptidos diana biotinilados (Figura 19-20). Cabe

resaltar que se usaron 2 controles para cada aptamero candidato:

- el primer control, denominado control cruzado, consistié en usar los aptameros

candidatos para un péptido diana contra el péptido inespecifico (ejemplo: aptdmeros

especificos para el péptido 2 contra el péptido 3 como blanco); y

- el segundo, denominado control negativo, en el cual se incuba cada uno de los

aptameros candidatos usando el péptido 1, derivado de una proteina de membrana
de Leishmania braziliensis (tabla en anexo), que no fue usado en la seleccién de

aptameros candidatos.

ELONA para el péptido 2 (sin bloqueo con biotina)

1.0- ,
Péptido 2

0.8 Control cruzado
Control negativo
0.6
0.4

0.2+

Absorbancia 450 nm

0.0

On’ 0°I O
& ¢ &
G N 2 <2 2
S S oS R R
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Figura 19: Validacion de union entre candidatos a aptameros para el
reconocimiento del péptido 2 mediante ensayos de ELONA, en condiciones de

bloqueo simple con BSA al 1%

ELONA para el péptido 2 (con bloqueo con biotina)

1.0

e Péptido 2
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Figura 20: Validacion de uniéon entre candidatos a aptdmeros para el
reconocimiento del peptido 2 mediante ensayos de ELONA, en condiciones de

doble bloqueo con BSA al 1% + biotina a 0,4 uM (panel der.).
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Figura 21: Distribucion de reacciones por placa de 96 pocillos.

El control usado para corroborar que el sistema funcionaba fue un aptdmero capaz
de reconocer la cola de histidina presente en algunas proteinas recombinantes
expresadas en Escherichia coli. En ese control positivo (Figura 8) del ensayo
ELONA se empleé como diana la proteina recombinante IF8 de Trypanosoma cruzi
que contiene una cola de histidina (His tag) (50). Los valores de absorbancia de este
control positivo fluctuaron entre 0,5 y 0,75 en la mayoria de ensayos, es decir,
fueron muy similares a los valores de absorbancia obtenidos con los aptameros
candidatos para el péptido 2 (Figura 22).

Realizando los experimentos por triplicado considerando los aptameros candidatos
especificos para el péptido 2, al ser los que obtuvieron mejor desempefio en la
deteccidn in vitro de las dianas mediante ELONA (Figura 21). Se puede observar
que el desempefio de los aptameros candidatos es similar al aptdmero usado como

control positivo, que reconoce la cola de histidina de IF8 (Figura 22).
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Valores de absorbancia segun tipo de union para
aptameros del péptido 2
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Figura 22: Valores de absorbancia mediante ensayos de ELONA para cada uno de
los aptameros candidatos seleccionados para el reconocimiento del péptido diana 2.
El control cruzado corresponde a la reaccién del aptamero determinado usando de
diana el péptido 3 y el non-cognate corresponde al uso del péptido 1. Para el control
positivo del ensayo se usé como diana a la proteina IF8 de T.cruzi con cola de

histidina y para el control negativo se usé como diana a la proteina BSA al 5%.

Con la optimizacion del sistema se pudo reconocer el mejor aptamero calculando
la mayor proporcion de unién especifica entre uniones inespecificas, usando los
valores de ratio de absorbancia del ensayo ELONA para cada aptdmero en
reacciones con el péptido diana 2 (cognate) vs. el control negativo (péptido 1, non-

cognate) (Figura 23).
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Proporcién uniones especificas entre uniones inespecifica
para aptameros candidatos para el péptido 2
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Figura 23: Proporcion entre uniones especificas e uniones inespecificas para la
seleccion del mejor aptamero candidato para el péptido 2 por afinidad y
especificidad. La reaccion cognate corresponde a los aptdmeros con su respectivo
péptido diana (péptido 2) y la reaccidén non-cognate o control negativo corresponde
a aptameros en presencia del péptido 1. Ambas dianas se fijaron en concentraciones

de 1 puM.

En base a los resultados mostrados en la Figura 23, se realiz6 la titulaciéon del
aptamero 3 (mejor candidato) para el reconocimiento del péptido 2 usando como
control negativo la reaccion non-cognate. Se determino la razon de los valores de
absorbancia (reaccion cognate con el péptido 2/reaccion non-cognate con el peptido

1) para cada concentracion de aptamero usada en el ensayo ELONA (Figura 24).
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Figura 24: Titulacion del aptdmero 3 especifico para el péptido 2 frente a la diana
(en concentracion de 1 uM) en la reaccion cognate y non-cognate en el ensayo

ELONA. Se muestra la razén de los valores de absorbancia de ambas reacciones.
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VII.

DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad seleccionar, identificar y
caracterizar aptameros de ADN capaces de reconocer de manera especifica a
péptidos derivados de proteinas de membrana presentes en ambos estadios de
Leishmania braziliensis. Particularmente, el estudio se centrd en el péptido 2
correspondiente a la proteina de membrana transportadora de azucar putativa
(LbrM.35.2.211560:pseudogene) (anexo). El objetivo de este trabajo se logrd
mediante la aplicacion de analisis bioinformatico para la identificacion de péptidos
diana, el uso del kit X-Aptamers en el proceso de SELEX para la seleccion de
secuencias candidatas a aptameros, la secuenciacion de proxima generacion
mediante lllumina seguida de la recopilacion de las mejores secuencias candidatas
mediante el programa FastAptamers y, finalmente, la caracterizacion y validacion
de unidn cualitativa in vitro de los aptameros al péptido diana mediante ensayos de
ELONA. Los resultados con ELONA confirmaron un conjunto de 5 aptameros

prometedores contra el péptido 2.

Diversos estudios han demostrado que los andlisis in silico realizados
adecuadamente reducen en gran parte el costo y tiempo invertidos para la
seleccion de biomarcadores con potencial para la deteccion de agentes
patdgenos y valor prondstico (66). En el presente estudio, se evidencia como el
oportuno uso de herramientas bioinformaticas es de gran ayuda para realizar un
rapido screening de moléculas candidatas a ser dianas de captura. En estudios
previos, se observa como estos analisis no sélo son clave en el proceso de
seleccién de biomarcadores, sino también en la caracterizacion de aptameros y

validacién de la interaccidén con sus respectivas moléculas dianas mediante
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docking y dindmicas moleculares (52). Los analisis in silico permiten escoger
la molécula diana segun el uso que se le vaya a dar, ya sea, deteccion, captura
de la célula diana (enriquecimiento), visualizacion, interferencia de la funcion
proteica o delivery de sustancias para uso terapéutico. Asimismo, el andlisis de
proteinas y el uso de data de ribosome profiling fue crucial para escoger una
diana adecuada: abundante, estable, conservada, expuesta y presente

(expresada) en ambos estadios de Leishmania braziliensis.

Cabe resaltar que el uso de péptidos como dianas en lugar de proteinas para la
seleccidn de aptameros ofrece ventajas a nivel de costo de produccidn, facilidad
de manipulacién, mayor estabilidad a largo plazo, ademas de la posibilidad de
elegir en qué region se desea la interaccion. Al usar una proteina como diana,
la interaccion se puede dar en el sitio activo de una enzima o un extremo
terminal que carece de funcion, y el determinar el lugar especifico requiere

técnicas complejas como SmFRET o cryoEM (67).

En cuanto a la metodologia usada para la seleccion de secuencias candidatas a
aptameros, el proceso convencional es SELEX y éste presenta un porcentaje de
éxito relativamente bajo (aproximadamente 70%). Este valor puede ser
explicado a partir de los resultados de la secuenciacion de cada una de las
rondas de SELEX (68), que demuestran que, al momento de realizar la
amplificacion por PCR, en cada ciclo existe un margen de error por parte de la
ADN polimerasa que genera mutaciones aleatorias en las secuencias unidas a
la diana y ésto reduce la probabilidad de encontrar las secuencias que
originalmente se unian al target o diana en las primeras rondas de seleccion.

Ademas, este proceso es trabajoso y demanda mucho tiempo de procesamiento
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por la gran cantidad de rondas requeridas (tipicamente 10-15) segun la
metodologia convencional. Estudios donde se evaltua la evolucion de las
poblaciones de acidos nucleicos conforme se van aumentando los ciclos de
seleccidén in vitro mediante SELEX demuestran que no es necesario realizar

tantos ciclos de seleccion para obtener buenos ligandos candidatos (68).

Frente a esta problematica han surgido nuevas adaptaciones del SELEX
convencional con el fin de facilitar la seleccion de aptameros. En la presente
investigacion se us6 el kit de seleccion de X-Aptamers
(https://www.genomeweb.com/resources/new-product/am-biotechnologies-x-
aptamer-selection-kit) (69), que permite la reduccion del error generado por la
ADN polimerasa en las multiples amplificaciones por PCR realizadas en el
SELEX convencional y la disminucion del nimero de ciclos de seleccién
necesarios para obtener secuencias enriquecidas. Esto se da debido a la gran
cantidad de secuencias de ADN de hebra simple repetidas presentes en la
superficie de cada perla magnética (bead) de poliestireno y la alta diversidad
de secuencias por la regién aleatoria de 40 nucledtidos de longitud en la
biblioteca de ADN de este kit, con una complejidad tedrica de ~ 108 secuencias
diferentes. La ventaja principal de la tecnologia de X-aptamers es la capacidad
de seleccionar secuencias candidatas a aptdmeros para hasta 5 dianas diferentes
simultdneamente mediante solo dos rondas de seleccion. Ademas, la biblioteca
de X-aptamers incluye nucle6tidos modificados a fin de incrementar la
estabilidad y especificidad de los aptdmeros. De otro lado, la limitacion de la
tecnologia de X-aptamers y, por tanto, del kit utilizado es el hecho que fue

desarrollado con el fin de usar una diana proteica, con lo cual se debi6 adaptar

55



en este trabajo las concentraciones de diana peptidica usadas para saturar la
superficie de las perlas magnéticas que interactian con las perlas adheridas a
secuencias que conforman la biblioteca. El presente estudio es el segundo en
usar el kit X-Aptamers con péptidos diana con resultados exitosos, en lugar de
emplear proteinas como diana como se especifica en el kit. EI primer estudio
que reporta el uso del kit de seleccion de X-Aptamers con dianas peptidicas
selecciond X-aptameros contra péptidos derivados de la hormona liberadora de

hormona del crecimiento (70).

El andlisis de las secuencias candidatas a aptdmeros, obtenidas a partir de la
secuenciacion de préxima generacion (NGS), mediante la herramienta
bioinforméatica FASTAptamer permiti6 filtrar las secuencias segun sus valores
de enriguecimiento bajo diferentes concentraciones de péptido diana empleadas
en el método SELEX, asi como valores de frecuencia por el nimero de lecturas
obtenidas. Previamente, se ha reportado el uso de esta herramienta
FASTAptamer acoplada a NGS para la seleccion rapida y efectiva de mejores
secuencias candidatas (71).

En base a los resultados obtenidos de los ensayos de ELONA en el presente
estudio, podemos concluir que esta metodologia permite la caracterizacion
primaria de aptdmeros candidatos mediante la validacion de la afinidad de los
aptameros por la molécula diana especifica de manera cualitativa y la
determinacion de la especificidad usando diferentes dianas. En la presente
investigacion se demuestra que todas las secuencias de aptameros candidatos
presentan afinidad y especificidad por el péptido diana 2. No obstante, es

necesario continuar con ensayos que permitan la determinacion del valor de la
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afinidad de union (inversa a constante de disociacion(Kd)) entre los aptameros
y la molécula diana, tales como el ensayo de dot blot y el analisis basado en la
resonancia de plasmones de superficie (70). ELONA presenta diversas
limitantes al usar ligandos inmovilizados a una placa, lo que evita la interaccion
libre entre ambos (72).

En estudios previos que usan ELONA para caracterizar a aptameros candidatos
es comun el uso de la proteina BSA (albumina de suero bovino) como control
negativo. En el presente estudio se evalu6 la especificidad con BSA. Sin
embargo, se determind que era necesario el uso de otro control que presente las
mismas caracteristicas de los péptidos diana usados. Por esta razon se decide
usar el péptido 1, derivado de la proteina transportadora de cationes en
Leishmania braziliensis (anexo), expuesto en la superficie de la membrana
celular externa y presente en ambos estadios del paréasito. El péptido 1 cuenta
ademas con la modificacion de biotina en el extremo 5’ para la fijacion a la
placa con avidina. Es decir, se busco reproducir exactamente igual el sistema
usado con los péptidos diana, para contar con un control robusto.

Cabe resaltar que el disefio in vitro experimental realizado en el presente
estudio nos muestra el desempefio inicial de los aptdmeros contra el péptido 2,
con resultados prometedores que ameritan extender la evaluacién usando
lisados celulares (extractos de proteinas totales) de Leishmania braziliensis,
obtenidos a partir de cultivos de la forma promastigote. Ello permitira evaluar
el desempefio de los aptameros para el reconocimiento especifico de la fraccion
de proteinas de membrana nativas de este parasito. En esa evaluacion sera

importante incluir la fraccion de proteinas solubles (antigeno soluble total)
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obtenida durante la preparacion de los extractos proteicos de L. braziliensis.
Asimismo, se debera verificar la especificidad usando de control negativo el
lisado celular conteniendo todas las proteinas de otro microorganismo (por
ejemplo, E. coli), tal como lo realizaron Moreno y col. (2003) cuando evaluaron
los aptdmeros seleccionados contra la proteina de membrana KMP-11 de
Leishmania infantum (56). Analisis posteriores usando ensayos de
inmunofluorescencia con células vivas de L. braziliensis y controles apropiados
seran necesarios para validar la unién especifica de los aptdmeros seleccionados
en este estudio a la proteina de membrana respectiva (a partir de la cual deriva
el péptido 2 diana) en la superficie celular del parasito.

Hay escasos estudios previos de seleccion de aptdmeros contra proteinas de
Leishmania spp. y la mayoria de ellos se han realizado con el fin de encontrar
blancos terapéuticos para contrarrestar el desarrollo del parésito a nivel
intracelular (estadio amastigote de relevancia clinica). En el afio 2002,
Bhattacharyya y col. lograron identificar secuencias de ARN (aptdmeros) con
afinidad, a nivel nanomolar, por la membrana mitocondrial de Leishmania
tropica. Estas secuencias poseian la capacidad de interactuar de manera
cooperativa 0 antagonista en la membrana mitocondrial interna y eran
homdlogas a dominios de mdaltiples ARNt responsables de la traduccién
mitocondrial (73). El descubrimiento de estos aptdmeros permitio dilucidar
mecanismos moleculares implicados en la regulacion del importe de ARNt
citoplasmaticos a la mitocondria (kinetoplasto), propios de la biologia de

Leishmania spp.
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Como se menciond previamente, solo unos cuantos grupos de investigacion han
seleccionado aptameros contra proteinas de Leishmania spp. con fines
diagnosticos. Ramos y col. seleccionaron una poblacion de aptdmeros de ADN
de hebra simple capaces de reconocer con alta afinidad la histona H2A de L.
infantum usando la misma metodologia de caracterizacion usada en el presente
estudio (ELONA). En dicho estudio se observa que el BSA es usado de control
para determinar que la poblacion de aptdmeros es especifica para la histona
H2A de L. infantum (74). También, Moreno y col. (2003), identificaron y
caracterizaron una poblacién de aptameros especificos para la proteina de
membrana KMP-11 de L. infantum (56). Siendo ésta una proteina presente en
todos los kinetoplastidos y en ambos estadios, es considerada una diana
potencial para diagnostico, captura o una vacuna contra la leishmaniasis. Cabe
resaltar que dicho estudio constituye el primero que reporta aptameros contra
una proteina de membrana del parésito (56).

Los antecedentes de aptameros reportados para Leishmania spp. se enfocan en
especies prevalentes en el Viejo Mundo y no en Latinoamérica. En este
contexto, es importante destacar que no existen estudios previos en los que se
identifiquen aptameros especificos para Leishmania (Viannia) braziliensis
(principal agente causal de leishmaniasis cutdnea y mucosa en Latinoamérica),
por lo que el presente estudio constituiria el primero. Asi como, el primero que
identifica aptameros con el fin de aplicarlos como herramienta de captura de
celulas de Leishmania.

Para ello, es necesario evaluar la potencial aplicabilidad de los aptameros

identificados en el presente estudio como moléculas de alta afinidad con el
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objetivo de capturar células de L. braziliensis y lograr asi un método de
enriquecimiento por células del parasito durante la preparacion de muestras
para fines de deteccion molecular (Figura 24). Debido a la baja carga parasitaria
presente en lesiones de pacientes afectados por Leishmaniasis cutanea crénica
y Leishmaniasis mucosa (75), se esperaria que un método de enriquecimiento
celular que facilite la concentracion de células de Leishmania a partir de
distintas muestras biologicas podria aumentar la sensibilidad y especificidad de
las herramientas diagndsticas para LTA. El desarrollo y optimizacion de dicho
método de enriquecimiento celular, basado en aptameros de captura
funcionalizados (inmovilizados) a perlas magnéticas (Figura 24), debera incluir
la determinacion del limite de deteccion en ambos estadios del ciclo de vida de
Leishmania usando cultivos celulares de promastigotes y cultivos de
macrofagos infectados con amastigotes del parasito. Seguidamente, para la
validacion del método se requerird muestras de tejido de lesiones cutaneas
provenientes de pacientes afectados por leishmaniasis cutanea.

Consistente con el abordaje propuesto como perspectiva futura del presente
estudio, Nagarkatti y col. (2012) desarrollaron un método de concentracion de
paréasitos basado en aptdmeros para facilitar la deteccion molecular de
Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas en humanos
(76). Los tripomastigotes, estadio infeccioso de este parasito, pueden detectarse
en la sangre de personas infectadas por medio de métodos basados en PCR. No
obstante, durante la fase inicial de la infeccion o durante la fase cronica de la
enfermedad de Chagas, el niUmero de parasitos en sangre suele ser muy bajo y,

por tanto, no detectable por PCR. Nagarkatti y col. emplearon la estrategia de
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‘whole cell-SELEX’ para seleccionar aptameros de ARN que se unieran a
tripomastigotes vivos (celulas enteras) de T. cruzi. Ellos lograron identificar
aptameros con alta afinidad de union (Kd 8-25 nM) y alta especificidad para T.
cruzi. El aptamero mas afin (Apt68), biotinilado e inmovilizado a una fase
solida (perlas paramagnéticas conjugadas con streptavidina), fue capaz de
capturar y agregar a parasitos vivos. Asimismo, Nagarkatti y col.
proporcionaron la prueba de concepto para el uso de los aptdmeros con la
finalidad de concentrar parasitos a partir de muestras de sangre. Usando un
magneto y muestras simuladas (sangre periférica conteniendo concentraciones
conocidas de tripomastigotes), los agregados de parasitos unidos a las perlas
magnéticas (funcionalizadas con el Apt68) pudieron ser purificados a
concentraciones tan bajas como 5 parasitos en 15 ml de sangre completa,
detectado por un ensayo de PCR en tiempo real. Este estudio muestra el
potencial de los aptameros como ligandos especificos de patégenos para la
captura y concentracion de éstos en muestras bioldgicas y con ello facilitar la
deteccion molecular subsiguiente. Los resultados del estudio de Nagarkatti y
col. apoyan la propuesta del uso de aptdmeros biofuncionalizados a perlas
magnéticas como herramienta para concentracion de muestras a partir de sangre
de pacientes infectados, sin embargo se considera un reto la optimizacién del
sistema para su aplicabilidad con muestras de tejidos a partir de biopsias o

raspados de pacientes afectados por LTA.
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Figura 24: Perspectiva a futuro del uso de aptdmeros funcionalizados para la
captura y preconcentracion (enriquecimiento) de células de Leishmania a partir de
distintos tipos de muestras bioldgicas (muestras de lesiones de pacientes con
sospecha clinica de leishmaniasis o cultivos celulares de promastigotes), mediante

el uso de perlas magnéticas.

Los aptameros identificados en este estudio, de validarse su efectividad en
futuros estudios con muestras bioldgicas y clinicas, podrian acoplarse a una

plataforma biosensora (77, 78, 79).

A pesar de haber realizado la seleccion con péptidos diana propios de L.
braziliensis en el presente estudio, se propone el uso de los aptameros
identificados para el reconocimiento de otras especies de Leishmania spp.
causantes de LTA, tomando en cuenta la homologia de la diana usada entre
especies de Leishmania, mediante previo analisis bioinformatico. Esto requiere

ser confirmado experimentalmente.

Como se ha reportado previamente, las modificaciones quimicas y la produccion en
masa, una vez comprobada la efectividad del aptamero, son de bajo costo y

requieren poco tiempo, ademas de ser altamente adaptables a diferentes
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plataformas. Asimismo, el acoplamiento de pruebas diagndsticas con herramientas
de captura y concentracion de muestra permite un aumento de la sensiblidad de la
prueba per se y de la especificidad, debido a que la fase de captura constituye un
paso extra de seleccion. Por esta razon, estudios como el presente se consideran un
aporte muy valioso para el sector salud. Siendo la Leishmaniasis una de las
enfermedades tropicales méas desatendidas a nivel mundial y de alta prevalencia en
Latinoamérica, el presente estudio pretende resaltar la importancia de la situacion
epidemioldgica actual en Pert y contribuir a futuro con el desarrollo de nuevas
tecnologias para la captura y deteccion de Leishmania braziliensis mediante

herramientas moleculares.
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VIIl. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se logrd la identificacion y caracterizacion de
aptameros capaces de reconocer de manera sensible y especifica el péptido 2
derivado de una proteina de membrana presente en ambos estadios de Leishmania
braziliensis. Se resalta el enfoque bioinformatico a partir de datos de niveles de
expresion reportados previamente en estudios de ribosome profiling para
determinar la diana que se propone como biomarcador de Leishmania spp. Segun
la literatura, este estudio constituye el segundo que usa péptidos como diana para
la seleccion con el kit X-Aptamers con resultados exitosos. Finalmente, la
optimizacion del ensayo ELONA y el analisis bioinformatico fueron ambos clave

en la evaluacion y seleccion de los mejores aptdmeros candidatos.
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IX. LIMITACIONES

La técnica ELONA funciona muy bien para realizar una caracterizacion de manera
cualitativa. Sin embargo, ésta no permite determinar el valor de la afinidad de union,
puesto que la inmovilizacion de los ligandos influye y no permite que se dé una
libre interaccion entre éstos. Es necesario el uso de otras técnicas como termoforesis
0 resonancia de plasmones de superficie, previamente mencionados en otros
estudios, para determinar dicho valor. La validacion de union in vitro no garantiza
la unién en muestras provenientes de pacientes infectados por Leishmania spp.; por
lo tanto, es necesario realizar experimentos futuros para determinar el desempefio

de los aptameros identificados.
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X. RECOMENDACIONES

Como perspectiva a futuro, se recomienda realizar nuevos experimentos que
permitan la evaluacion de la afinidad de los aptameros con lisados celulares del
parasito en ambos estadios obtenidos de cultivos in vitro y posteriormente con
muestras clinicas, asi como demostrar que no presenta falsos positivos en la
deteccion por posibles proteinas presentes en los fluidos humanos. Una vez
comprobada la afinidad de union se propone la biofuncionalizacion de estos
aptameros para su uso en diversas plataformas de deteccion y enriquecimiento

celular a partir de muestras clinicas.
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ANEXOS

Proteinas Caodigo de acceso TriTrypDB
1 | Transportador de cationes/ATPasa, N- Lbrm.18.2.205320
terminal/E1-E2 ATPa/haloacida
deshalogenasa-similar a hidrolasa,

putativa

2 | Transportador de azUcar y otros/ LbrM.35.2.211560:pseudogene
Superfamilia de Facilitador Mayor,
putativa

3 | Proteina transmembrana transportadora LbrmMm.10.2.000840

de aminoéacidos, putativa
4 | Proteina transmembrana transportadora | LbrM.22.2.207340:pseudogene
de aminoéacidos /Triptéfano/Tirosina
Familia de permeasas, putativa

Tabla 3: Proteinas de Leishmania braziliensis a partir de las cuales derivan los

péptidos diana seleccionados
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