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RESUMEN

La neurocisticercosis es la causa mas comun de epilepsia adquirida en adultos en el
mundo, y una de las enfermedades zoondticas mas importantes asociadas al sistema
nervioso central (SNC). La neurocisticercosis se debe al establecimiento del
cisticerco de Taenia solium en el SNC del ser humano, actuando este como
hospedero intermediario accidental. Actualmente, se sabe que varias proteinas,
usadas ampliamente en diagnostico, son secretadas por el cisticerco al liquido
cefalorraquideo y, posteriormente, a la sangre. Varias de estas proteinas se
encuentran en mayor abundancia en el secretoma del cisticerco. Aunque existen
trabajos en la identificacion de anticuerpos monoclonales afines a estas proteinas,
existen otras metodologias que no han sido aplicadas aun en la neurocisticercosis.
Una de estas tecnologias es el uso de aptdmeros que se obtienen mediante la
seleccion evolutiva de enriquecimiento de secuencias de &cidos nucleicos de hebra
simple (SELEX). Los aptameros desarrollan alta afinidad por su blanco gracias a
interacciones de naturaleza no covalente como, por ejemplo, puentes de hidrégeno,
interacciones idnicas, hidrofdébicas y electroestaticas. En el presente trabajo se
planted adaptar una metodologia de SELEX para producir aptdmeros contra las
proteinas abundantes del cisticerco utilizando péptidos superficiales provenientes
de dichas proteinas. Se seleccionaron 14 proteinas como buenos blancos para la
produccion de aptameros, siendo estos: la familia de 8KDa (Ts18, Ts14, TsRS1,
TsRS2 y Ts8B2), GP50, T24, 14-3-3 (e y z), tioredoxin peroxidasa, trypsin-like
protein, catepsina L, immunogenic protein Tsll y la enolasa. De las dos

metodologias de SELEX que se probaron, con la metodologia SELEX por



transcripcion in vitro se pudo producir aptameros para péptidos superficiales de la
proteina Ts18varl en la ronda 10 del SELEX. Esta producciéon se evidencid
satisfactoriamente con la prueba S1, mientras que con el secuenciamiento de las
rondas del SELEX se confirmd el enriquecimiento y se identificaron las secuencias
enriquecidas. Dentro del secuenciamiento, el aptamero 1R1 mostrd un
enriquecimiento de 7300 veces en la poblacion de secuencias. Asi mismo, mostro
afinidad hacia el péptido pepFH_14 proveniente de la proteina TS18varl. La
afinidad fue determinada cuantitativamente mediante titulacion y se determin6 que

fue de 0.4 uM.

Palabras Clave: Taenia solium, Neurocisticercosis, Aptameros, SELEX, péptidos,

Secretoma.



ABSTRACT

Neurocysticercosis is the most common cause of epilepsy acquired in adults in the
world, and one of the most important zoonotic diseases associated with the central
nervous system (CNS). Neurocysticercosis is due to the establishment of the
cysticercus of Taenia solium in the CNS of the humans, acting as an accidental
intermediate host. It is now known that several proteins, widely used in diagnosis,
are secreted by the cysticercus into the cerebrospinal fluid and, subsequently, into
the blood. Several of these proteins are found in greater abundance in the secretome
of the cysticercus. Although there are works in the identification of monoclonal
antibodies related to these proteins, there are other methodologies that have not yet
been applied in neurocysticercosis. One of these technologies is the use of aptamers
that are obtained through the evolutionary selection of enrichment of single-
stranded nucleic acid sequences (SELEX). Aptamers develop high affinity for their
target through non-covalent interactions such as hydrogen bonds, ionic,
hydrophobic and electrostatic interactions. In the present work, it was proposed to
adapt a methodology of SELEX to produce aptamers against the abundant proteins
of the cysticercus using superficial peptides from these proteins. 14 proteins were
selected as good targets for the production of aptamers, these being: the family of
8KDa (Ts18, Ts14, TsRS1, TsRS2 and Ts8B2), GP50, T24, 14-3-3 (e and z),
thioredoxin peroxidase, trypsin-like protein, cathepsin L, Tsl1l immunogenic
protein and enolase. Of the two SELEX methodologies that were tested, with the
SELEX methodology by in vitro transcription it was possible to produce aptamers

for surface peptides of the Tsl8varl protein in round 10 of the SELEX. This



production was evidenced satisfactorily with the S1 test, while with the sequencing
of the SELEX rounds the enrichment was confirmed and the enriched sequences
were identified. Within the sequencing, aptamer 1R1 showed an enrichment of 7300
times in the sequence population. Likewise, it showed an affinity for the pepFH_14
peptide from the TS18varl protein. Affinity was determined quantitatively by

titration and determined to be 0.4 uM.

Key words: Taenia solium, Neurocysticercosis, Aptamers, SELEX, Peptide,

Secretome.



. INTRODUCCION

La cisticercosis y la teniasis son enfermedades zoonoéticas parasitarias
causadas por Taenia solium en diferentes etapas del desarrollo del parésito (1). El
gusano adulto solo causa teniasis en el humano, mientras que el quiste o cisticerco
causa cisticercosis naturalmente en el cerdo, pero accidentalmente el cisticerco
también puede instaurarse en el humano y causar cisticercosis (2). Estas
enfermedades causadas por el mismo agente infeccioso han sido descuidadas a
pesar del impacto significativo que tienen en la salud publica y en la economia (3).
La Organizacion para la Agricultura y Alimentacién de la Naciones Unidas (FAO)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha clasificado como la primera en

la escala mundial de parasitos transmitidos por los alimentos (4).

La patogenicidad de Taenia solium esta asociada a su ciclo de vida complejo
ya que este parasito presenta dos hospederos, uno definitivo y el otro intermediario.
El hospedero definitivo es el ser humano, en el cual se alberga la forma adulta y
provoca la teniasis (5). La teniasis es una enfermedad asintomatica en la cual el
gusano se establece en la pared del intestino delgado del hospedero mediante el uso
de sus ventosas y ganchos (6). Por otro lado, cuando el cerdo, criado en libertad,
consume heces contaminadas con huevos de T. solium se convierte en el hospedero
intermediario en el cual la etapa larval provoca la cisticercosis (7). La cisticercosis
consiste en el establecimiento de la larva en los musculos o en el cerebro del cerdo.

Para que esto ocurra el huevo debe atravesar la pared del intestino y llegar al



torrente sanguineo desde donde viajara a cualquier parte del organismo (7). Cuando
el ser humano consume carne porcina infectada y mal cocida puede ingerir los
quistes viables del platelminto y, por ende, es propenso a desarrollar la teniasis
cerrando el ciclo de vida de T. solium. Sin embargo, es posible desarrollar
accidentalmente una cisticercosis humana, es decir la persona ingiere huevos del
gusano por contaminacion de heces provenientes de una persona teniasica (6). La
oncosfera se establece en los musculos o en el sistema nervioso central, de manera
similar al cerdo. Cuando la forma larval se establece en el sistema nervioso central

se desarrolla la neurocisticercosis (NCC) (5).

La NCC es endémica en Latinoamérica, Indonesia, Africa, China y partes
de la India, siendo las convulsiones una de las manifestaciones clinicas méas
comunes de esta enfermedad (8). Aproximadamente el 30% de los casos de
convulsiones en el Peri se deben a la neurocisticercosis (2). Otra de las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad es la hidrocefalia y la hipertension
intracraneal (1). EI Per( es considerado un pais endémico para esta enfermedad,
dada su alta prevalencia e incidencia a lo largo de la sierra, costa norte y selva alta,

siendo de suma importancia su diagndstico y control (3).

El diagndstico definitivo se alcanza mediante los datos epidemioldgicos, los
ensayos serologicos y el analisis por tomografia axial computarizada o una
resonancia magnética. Sin embargo, estas ultimas son técnicas de elevado costo
para la mayor parte de los afectados, siendo las mas usadas las pruebas seroldgicas

e inmunologicas (9). La prueba inmunoldgica mas usada es un Western blot (WB)



0 EITB (Enzime-linked immunoelectrotransfer blot), el cual se basa en la deteccion
de anticuerpos anti cisticercos para glicoproteinas (10). Si bien se ha reportado que
el WB posee una sensibilidad de 100% y una especificidad de 98%, estos pueden
bajar hasta el 60% en pacientes con un solo quiste (11). Por otro lado, el diagndstico
clinico se dificulta por la sintomatologia compartida con otros desdrdenes

neuroldgicos (12).

Las pruebas de inmunodiagnostico que buscan detectar anticuerpos
circulantes tienen el problema de que solo miden exposicibn 0 memoria de
infecciones pasadas resueltas (13). Por lo tanto, son necesarias pruebas alternativas
que determinen la presencia directa del parasito. Esto se puede conseguir con

ensayos que detecten la presencia de antigenos del parasito en circulacion (14).

Por otro lado, existen actualmente tecnologias que seleccionan moléculas de
propiedades similares a los anticuerpos, pero con origen sintético: los aptameros,
oligonucle6tidos seleccionados con la metodologia SELEX por afinidad a un
determinado blanco. El acrénimo SELEX hace referencia a ensayos sistematicos in
vitro de enriquecimiento de afinidad (15,16). A diferencia del Western blot, los
aptameros, asi como los anticuerpos monoclonales, pueden ser Utiles para detectar
la presencia directa del patdgeno; por lo tanto, sirven para detectar infeccion actual,

y no tienen sesgo frente a la memoria inmunoldgica (17).

Actualmente, para el desarrollo de pruebas diagndsticas se busca trabajar

con proteinas purificadas del patégeno que se desea detectar o, en su defecto, con



proteinas recombinantes. Sin embargo, ambas técnicas implican limitaciones de
produccién. La expresion y purificacion de proteinas recombinantes de origen
eucariota es muy costosa y ningun sistema de expresion eucariota asegura producir
las mismas modificaciones de las proteinas nativas de interés (18). Una alternativa
viable implica el uso de herramientas bioinformaticas para predecir péptidos de
superficie a partir del secretoma del patégeno seguida de una sintesis quimica de
los mismos (19). Dicha aproximacion reduce el costo en la produccion de
potenciales biomarcadores para el desarrollo de pruebas diagndsticas a base de

anticuerpos y/o aptameros (20).

En este trabajo proponemos estandarizar la metodologia SELEX para
producir bibliotecas enriquecidas con probables aptameros dirigidos contra
péptidos de superficie elegidos por su alta especificidad en proteinas abundantes y
secretadas del cisticerco de T. solium. Estos aptameros podrian evaluarse en futuros
estudios como potenciales herramientas diagndsticas, de investigacion e incluso

con fines terapéuticos, como se ha realizado para otros agentes infecciosos (21).



I1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del Problema

La Neurocisticercosis, al ser una enfermedad olvidada, tiene recursos
limitados para su investigacion desde el punto de vista de las ciencias basicas o
desde el punto de vista aplicativo (diagndstico, terapia, etc.). La enfermedad es
endémica en paises en vias de desarrollo, que paraddjicamente no poseen los
recursos e infraestructura para realizar una diagnosis certera (TAC, RMC). La
problematica se acentla aun mas considerando que las poblaciones mas afectadas
son de zonas rurales, zonas de pobreza y pobreza extrema y desprotegidas por
sistemas de salud. Los métodos mas economicos de deteccion se basan en la
deteccidn de anticuerpos de la respuesta inmunoldgica del paciente. Sin embargo,
esta deteccion presenta desventajas debido a la memoria de la respuesta inmune.
Por lo tanto, la deteccion directa del quiste o de proteinas secretadas (o partes de

ellas) por el quiste es una alternativa gque evita las limitaciones arriba mencionadas.

El uso de los aptdmeros ha mostrado bastante utilidad, tanto para el
diagnostico directo, como para el uso terapéutico (22). Los aptameros, al igual que
los anticuerpos monoclonales son tecnologias que se basan en desarrollar moléculas
de alta afinidad por un blanco de interés (15,16). A diferencia de los anticuerpos
monoclonales, los aptdmeros presentan afinidades que llegan a rangos entre
nanomolar y picomolar (23); se producen completamente in vitro; son altamente
reproducibles y faciles de manipular para ser implementados como biosensores.

Ademas, los aptdmeros son mucho mas baratos de producir que los anticuerpos.



Esto es debido a que la produccion se realiza sintéticamente en base a la secuencia

del aptamero.

Finalmente, el uso de los aptdmeros en reemplazo de los anticuerpos para la
deteccion de antigenos liberados por el quiste de Taenia solium serviria para el
diagnostico directo de la neurocisticercosis. El diagnostico directo seria util en

regiones endémicas como el Perd.

2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Taenia solium

T. solium es un gusano plano, su anatomia esta conformada por un escolex
y un estrobilo. El escllex tiene un grupo de ganchos y cuatro ventosas, que le sirven
para adherirse a la pared interna del intestino del hospedero. El estrébilo esta
compuesto por varios segmentos unidos, los cuales se denominan proglétidos que
se originan en el cuello del parasito, y se van desarrollando a lo largo del cuerpo.
En la parte final del gusano, se encuentra el proglétido ya desarrollado y maduro
que presenta 6rganos sexuales que pueden autofecundarse; y, ademas, el proglotido
gravido que contiene los huevecillos que estan listos para ser liberados. Debido a
que este parasito carece de tracto digestivo, en la parte superficial presenta
extensiones pequefias llamadas microtricas para absorber nutrientes y secretar
desechos. El huevecillo contiene a la oncosfera, la cual presenta seis ganchos, y esta

protegida por una estructura proteica denominada embri6foro. El cisticerco,



Ilamado también metacéstode, es de caracteristica translicida que contiene a la

larva de T. solium (24).

En el ciclo biolégico de T. solium (Figura 1), se tiene al cerdo como
hospedero intermediario y al humano como hospedero definitivo. EI humano se
contagia cuando ingiere carne de cerdo infectada con larvas, las cuales llegan al
tracto digestivo, son liberadas por los jugos gastricos y se adhieren a la pared
intestinal. Estas crecen y desarrollan proglétidos, que pueden autofecundarse y
producir huevos, y que son expulsados mediante las heces (24). Las localizaciones
mas comunes son el tejido subcutaneo, los musculos, el sistema nervioso central y
los ojos (2); cuando se alojan en los musculos o tejido subcutaneo, muchas veces
no produce sintomatologia, pero cuando las oncosferas atraviesan la barrera
hematoencefalica y se alojan en el sistema nervioso central, se produce la

Neurocisticercosis.
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Figura 1. Ciclo Infectivo de Taenia solium. A) El ser humano es el hospedero definitivo que alberga
la etapa de gusano adulto desarrollando teniasis, mientras que el cerdo es el hospedero
intermediario que alberga la etapa larval o cisticerco desarrollando cisticercosis. El ser humano
puede convertirse en hospedero intermediario accidental desarrollando cisticercosis humana. La
neurocisticercosis consiste en el establecimiento del cisticerco en el sistema nervioso central (SNC).
B) Diagrama representativo de las diferentes etapas de desarrollo de T. solium. Adaptado de
Mahanty S. & Garcia HH 2009 y Singh, 2002.

2.2.2. Taeniasis y Cisticercosis

La Teniasis o infeccion por el gusano adulto ocurre solo en el hospedero
humano, causa una infeccion intestinal, cursa asintomaticamente o produce
sintomas digestivos leves e inespecificos (24). Una vez que la larva es evaginada
en el intestino delgado, la cabeza del parasito (escélex) se aferra de la mucosay en
un periodo de tiempo va formando segmentos a lo largo de su cuerpo (proglo6tidos).
Alrededor de dos meses después de la infeccion, los proglétidos gravidos se separan
del extremo distal y son excretados en las heces. Cada segmento contiene alrededor

de cincuenta mil a sesenta mil huevos fértiles (6).



La cisticercosis es una parasitosis causada por el metacéstodo de T. solium,
larva que tiene gran capacidad de invasion de tejidos como el musculo esquelético,
tejido celular subcutdneo y musculo cardiaco (26). Los humanos adquieren la
cisticercosis a traves de la contaminacién fecal-oral con huevos del gusano adulto;
ademas, otro medio de infeccidn es por medio de agua contaminada. La localizacion
que genera mayores complicaciones, letalidad o secuelas es en el sistema nervioso
central que constituye un serio problema de salud publica (27), produciendo un
cuadro de neurocisticercosis cuyas manifestaciones clinicas son variadas y
dependen de la ubicacion, cantidad, forma de las vesiculas parasitarias y la
respuesta inmunitaria propia del paciente (28); generando diferentes tipos de
neurocisticercosis (NCC). Como ejemplo, en el caso de la ubicacion del quiste se
presentan dos casos de neurocisticercosis: NCC intraparenquimal y NCC
extraparenquimal (29). Estos casos tienen diferente prognosis y diferente

tratamiento, por lo que su diferenciacion con el diagnéstico es muy importante.

2.2.3. SELEX y aptameros



Los aptdmeros son oligonucledtidos de hebra simple entre 60 a 150
nucleotidos (ssDNA o RNA) que son seleccionados de una biblioteca combinatorial
sintética (16). Los aptdmeros son seleccionados mediante ensayos in vitro de
afinidad entre un conjunto general de la biblioteca y una proteina diana (15). Los
aptdmeros poseen una estructura tridimensional especifica que depende
principalmente de su secuencia. Dicha estructura le permite interactuar con la
superficie de las proteinas diana de manera similar a los anticuerpos (Figura 2) (30).
En los dltimos afios, la tecnologia de los aptdmeros ha sido usada en un amplio
rango de técnicas de diagndstico y aplicaciones terapéuticas (31). Como un
ejemplo, cabe mencionar que estas estrategias estan siendo usadas actualmente para
desarrollar aptdmeros especificos contra proteinas diana asociadas a la

patogenicidad y virulencia de tripanosomatidos (32).

A B
Anticuerpo
18G (150 KDa)

Ventajasde los aptameros

* Afinidad igual o superior a los anticuerpos.

* Gran reproducibilidad.

Aptamero
(26 KDa)

* Produccion simple, rédpida y barata.

* Facilidad en el almacenamiento y
transporte.

* Sin uso de animales.

Kd (uM —pM) Kd (uM —nM)

Figura 2. Aptameros vs Anticuerpos. A) Comparacion del tamafio y complejidad estructural entre
el aptdmero y el anticuerpo. El aptamero es un acido nucleico de hebra simple, mientras que el
anticuerpo es un complejo proteico. Los aptameros pesan es promedio 26 KDa mientras que los
anticuerpos promedian los 150 KDa. B) Breve resumen de las ventajas de los aptdmeros sobre los
anticuerpos. Los aptameros han mostrado afinidad al blanco con valores similares o superiores a
los alcanzados por los anticuerpos (Jing & Bowser 2010). Adaptado de Cheung YW et al. 2013 y
Saphire EO et al. 2001
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La manera de producir aptameros es mediante un método denominado
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). EI método
SELEX es un protocolo ciclico de presion evolutiva para seleccion de secuencias
que cada ronda se hacen mas afines a la molécula blanco que se haya elegido
(Figura 3). El procedimiento SELEX esta caracterizado por emplear bibliotecas
aleatorizadas de oligonucledtidos de hasta 10'? — 10'® moléculas diferentes de
acidos nucleicos, los cuales forman, al menos, el mismo nimero de estructuras
secundarias y terciarias de los oligonucledtidos de cadena simple. Asimismo, las
bibliotecas usadas en SELEX constan de secuencias constantes que se encuentran
en los extremos 5’ y 3’ de la region aleatorizada central y que sirven para la
amplificacion por PCR ya que son el sitio de unién de los primers. El término
biblioteca aleatorizada hace referencia al hecho que cada unidad del &cido nucleico
de hebra simple tiene la probabilidad de ser adenina, guanina, citosina o timina
(uracilo, en el caso de ARN). La metodologia SELEX convencional ha sido
implementada con diversas herramientas para mejorar el rendimiento. Un ejemplo
de esta implementacion es el uso de perlas magnéticas, llamadas beads, para la
inmovilizacion del blanco. Esta metodologia fue por primera vez publicada en 1997

(33).
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Figura 3. Esquema del Procedimiento SELEX. En primer lugar, el SELEX comienza con la incubacién
de la biblioteca y el blanco (1, binding); luego se aplica un lavado para eliminar la biblioteca que se
une débilmente (2, wash); paso siguiente se libera la biblioteca unida a los Beads (3, elution);
seguido se amplifica la poca biblioteca unida mediante PCR (4, amplificacion); y finalmente, esta
biblioteca amplificada sirve para la siguiente ronda de SELEX (5, regeneration). Cuando finalmente
se obtiene una biblioteca lo suficientemente enriquecida se hace el analisis de la biblioteca
enriquecida (6, evaluation). Adaptado de Schutze T. et al. (2011).

Desde que la metodologia fue implementada por primera vez, se han hecho
muchas variantes que le dan versatilidad a la técnica. Por ejemplo, una variante muy
utilizada es realizar un SELEX contra una célula completa o contra un tejido (34).
Lo importante es utilizar los controles negativos correctos que permitan enriquecer
la biblioteca hacia el objetivo que se ha planteado ya sea de diagndstico, de terapia
o simplemente de afinidad. Incluso, existen metodologias que han implementado
protocolos in silico con softwares computacionalmente muy demandantes que
permiten ahorrar pasos en las rondas de SELEX (35). Ademas, hay que mencionar
que la era del secuenciamiento también ha impactado positivamente a la tecnologia
de aptameros brindandole el conocimiento de las secuencias que van enriqueciendo
con el fin de entender los principios en los que se rigen estos enriquecimientos. Una

razon mas para utilizar los aptdmeros radica en el hecho de que estas moléculas son
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de facil manejo y pueden ser insertadas en plataformas de sensores que ha

producido la era de los nanomateriales (36).

2.3. Justificacion del estudio

El racional que se considera en el presente trabajo para seleccionar blancos
ideales para la produccion de aptdmeros se basa en los siguientes criterios: estos
blancos deben ser proteinas secretadas por el quiste; y, ademads, dentro del
secretoma del quiste estas proteinas, deben presentarse abundantemente. Victor B.
y colaboradores (2012) llevaron a cabo un estudio proteémico semi-cuantitativo de
las proteinas que liberaban los quistes aislados in vitro. Las proteinas altamente
representadas pertenecian a la familia de las glicoproteinas de 8kDa. Asi mismo,
también se encontrd en este secretoma tedrico a la proteina T24 ampliamente
utilizada en diagndstico, pero no abundantemente expresada (37). Recientemente se
ha realizado el primer estudio de proteémica cuantitativa que buscaba cambios en
el perfil proteico asociado a la ubicacion del quiste: musculo esquelético y sistema
nervioso central (38). Este estudio evidencio que ciertas proteinas eran abundantes
en el masculo esquelético, como por ejemplo la proteina GP50 que se encuentra en
una de las 7 bandas de la prueba EITB. Sin embargo, se realizd el estudio
protedmico de los quistes viables completos y no se enfocd en las proteinas
excretadas y/o secretadas (ES). A pesar de esto, el trabajo revelo la presencia de
proteinas ES relativamente mas abundantes en el sistema nervioso central que en el

musculo esquelético. Dentro de estas proteinas se encontraron dos representantes
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de la familia de 8 kDa (E/S antigen M13 y Cysticercosis 10 kDa antigen), la proteina

T24 y la proteina GP50 con una variante truncada en su estructura primaria (38).

Ademas, la técnica de diagnéstico ampliamente utilizada en clinica para
detectar neurocisticercosis (EITB o WB) se basa en la deteccion de anticuerpos
circulantes en muestras de suero o liquido cefalorraquideo que sean afines a
antigenos de extractos de quistes purificados mediante afinidad a lectinas de
lentejas, es decir estos antigenos son glicoproteinas (10). Dentro de las proteinas
que producen las 7 bandas de la prueba se encuentran solo 3 familias: la familia de
8 kDa, la proteina T24 y la GP50. Por lo anteriormente expuesto, se piensa que estas
proteinas son secretadas por el quiste viable para cumplir roles inmunoregulatorios

(39-41).

La familia de 8 kDa es una familia muy amplia dentro del genoma de T.
solium habiendo muchos representantes que han sido utilizados para el diagnéstico
de las infecciones de T. solium (42). Se ha considerado a los siguientes
representantes debido a sus buenos resultados en el diagnostico: Tsl4, Ts18,
TsRS1, TsRS2 y Ts8B2 (39,43-45). Ts18 recombinante mostré buenos resultados
en formato ELISA con una sensibilidad de 90.4% y una especificidad de 90.3% en
muestras de suero (46). Recientemente, se han producido anticuerpos monoclonales
contra la proteina Ts18 recombinante (47). Asi mismo, este grupo demostrd, usando
los anticuerpos monoclonales producidos, que Ts18 es una proteina

abundantemente secretada por el metacéstode de Taenia solium.
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Por otro lado, es importante recalcar que T24 no es una proteina afin a las
lectinas de lentejas, pero aparece en las bandas del Western Blot. Hancock K. y
colaboradores (2006) postulan que una porcion de T24 podria estar co-purificando
con las glicoproteinas afines a estas lectinas, lo que podria tener implicaciones en
una posible interaccion entre T24 y la familia de 8 kDa. Estas proteinas son
detectadas por el Western Blot en muestras de suero y liquido cefalorraquideo. Una
probable razén de este hecho podria deberse a la degradacion de los quistes. Sin
embargo, esto podria deberse también a que la T24, al ser una proteina de
membrana, sea secretada en vesiculas que interacttan con la familia de 8 kDa para
modular la respuesta inmune del hospedero. Se cree que los miembros de la familia
de 8 kDa son proteinas de unién a ligandos hidrofébicos (39). Ademas, estas
proteinas presentan similitud con la proteina AgB de Equinococcus granulosus, lo

que en suma podria indicar un rol inmunoregulatorio (48,49).

En conclusién, la familia de 8 kDa, GP50 y la T24 son proteinas muy
atractivas como blancos para producir aptameros. Estos aptdmeros tendrian utilidad
no solo para el diagndstico sino, probablemente, para uso terapéutico y, sin olvidar,
los estudios de investigacion basica que podrian realizarse con estas moléculas.
Adicionalmente, las ventajas economicas en la produccion que ofrecen los
aptameros podrian traducirse en métodos efectivos para la deteccion rapida y de
bajo costo de la neurocisticercosis en los paises endémicos. Finalmente, el presente
trabajo pretende estandarizar una metodologia de SELEX para la produccion de
aptameros que sean Utiles en el diagnéstico de la neurocisticercosis. Para esto los

blancos para los aptameros deben ser proteinas especificas, abundantes y que sean
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excretadas/secretadas por el quiste. Como la familia de 8 kDa son blancos que
cumplen estas premisas se pretende estandarizar la metodologia SELEX con un
representante de esta familia para luego, en futuros trabajos, producir mas

aptameros para otros blancos como T24 y GP50.

2.4. Hipotesis

Péptidos de superficie provenientes de proteinas secretadas pertenecientes a la
familia de 8 kDa del quiste de Taenia solium permitirian seleccionar bibliotecas

enriquecidas de aptameros mediante el método de SELEX.

2.5. Objetivos

2.5.1. Objetivo principal

Implementar una metodologia SELEX para la produccién de aptdmeros a partir de
péptidos de superficie provenientes de proteinas abundantes y secretadas por el

quiste de Taenia solium.

2.5.2. Objetivos Especificos

o Seleccionar blancos para producir aptameros mediante SELEX que sean
utiles para el diagnostico de neurocisticercosis.
o Seleccionar péptidos especificos de superficie en base a los blancos

seleccionados para SELEX
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Implementar una metodologia de SELEX para producir bibliotecas
enriquecidas contenedoras de aptameros contra los péptidos de superficie
seleccionados.

Evidenciar la obtencion de una biblioteca enriquecida mediante la prueba
S1.

Secuenciar e identificar los posibles aptdmeros dentro de la biblioteca
enriquecida del SELEX para el péptido pepFH_14.

Evidenciar experimentalmente la interaccion entre el posible aptdmero y el

péptido blanco con el equipo de stopped-flow.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Estudios Preliminares

En trabajos previos el Laboratorio de Bioinformética y Biologia Molecular
(UPCH) secuencio el genoma de T. solium para luego realizar una anotacion
completa. Brevemente, se obtuvieron 175 millones de reads a partir de quistes
provenientes de cerdos infectados naturalmente; ademas, 76 millones de reads de
proglétidos provenientes de pacientes infectados con teniasis. Estos genomas
fueron juntados en un genoma hibrido mas completo de 105 millones de reads, a
partir del cual se obtuvieron 5003 supercontigs. A partir del genoma hibrido se

predijeron 17 746 genes.

Paso siguiente, se realizd una primera blsqueda de proteinas excretoria-
secretorias mediante herramientas bioinformaticas. Para esto se realiz6 dos tipos de
predicciones: prediccion de péptido sefial para proteinas secretadas; y prediccion de
regiones transmembrana para las proteinas exportadas a la membrana plasmatica.
Estas dos predicciones sirven para identificar teéricamente proteinas excretoria-

secretorias.
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3.2. Procedimientos y Técnicas

3.2.1. Seleccidn de blancos para SELEX

Como se menciono en los estudios preliminares, se contaba con el genoma
de T. solium secuenciado en la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). La
informacion del proceso de secuenciamiento y la anotacion de la misma han sido
publicadas por el grupo de Zimic y colaboradores (50). Las proteinas pertenecientes
a este genoma de T. solium fueron usadas como base de datos para realizar un
blasteo local contra proteinas del metacéstode de T. solium. Para esto, en base a la
bibliografia, se identificé a las proteinas que tuvieron mayor éxito en el diagnostico
de la neurocisticercosis (42) y proteinas abundantes del secretoma del metacéstode
identificadas mediante un anéalisis protedbmico semi-cuantitativo (37). En el andlisis
bibliografico se recopilaron un total de 57 proteinas. Estas proteinas estan
confirmadas en su transcripcion y traduccién. Mediante un blast local se confirmo
la presencia de las proteinas en el genoma peruano de T. solium secuenciado en la

UPCH (Figura 4).

GENOMA BIBLIOGRAFIA
17 746 genes
predichos del

genoma de Taenia
solium

' ;\0:-

Proteinas predichas
traducidascon t
herramientas
bioinformaticas

\_ / ——

Pajuelo M. et al. 2015 Deckers N. et al. 2010
Victor B. et al. 2012

57 proteinas de
diagndstico para

NCC

Secuenciasde
aminoacidos

Figura 4. Comprobacién de la presencia de las 57 proteinas del metacéstode de Taenia solium en
el genoma secuenciado por el laboratorio de Bioinformatica (UPCH).
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3.2.2. Seleccidn de péptidos de superficie

Tomando en cuenta a las proteinas seleccionadas por el analisis de abundancia
como potenciales biomarcadores para diagndstico de neurocisticercosis, se
procedié a seleccionar los péptidos expuestos en la superficie de las proteinas
mediante diversas herramientas bioinforméaticas. Para esto se construyd un
flujograma de trabajo para la seleccién de los péptidos de superficie (figura 5). En
primera instancia, se buscd si la estructura tridimensional de la proteina habia sido
resuelta experimentalmente por cristalografia de rayos X, por resonancia magnética
nuclear u otra técnica. En caso contrario, se model6 estructuralmente la proteina
por homologia usando el servidor SWISS MODEL (51). Si el predictor no
encontraba un modelo adecuado para realizar el alineamiento estructural, el
siguiente paso era utilizar Phyre2 para realizar modelamiento estructural por
threading (52). Finalmente, como Gltimo recurso se us6 NetSurfP version 1.1 que
es un servidor que predice la accesibilidad de cada aminoacido a lo largo de la
secuencia proteica y, ademas, predice estructuras secundarias como alfas hélices y
hojas beta plegada (53). Otras herramientas que ayudaron en la prediccion de loops
se consideraron de acuerdo con el tipo de proteina. Por ejemplo, para el caso de
T24, la cual es una proteina integral de membrana, se utilizo el predictor de regiones
transmembrana TMHMM version 2.0. Para el caso de la familia de 8 kDa la
informacion de los sitios de glicosilacion fue importante en la prediccion de los

péptidos de superficie.
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En general se siguieron los siguientes pasos para definir los péptidos superficiales:

o Realizar el modelamiento por homologia de las proteinas elegidas a partir
de la herramienta online SWISS-MODEL, Phyre2, NetSurfP vl1.1,
TMHMM v2.0, etc.

« Seleccionar los probables loops de superficie de las proteinas en base a la
informacion estructural.

o Evaluar los loops de interés mediante BLAST para encontrar secuencias
homologas presentes en el proteoma humano y del cerdo (hospederos de T.
solium).

o Evaluar los loops de interés mediante BLAST para encontrar secuencias
homologas presentes en el proteoma de agentes infecciosos gque hagan
reaccion cruzada con T. solium en las pruebas de diagnéstico para
neurocisticercosis (T. saginata, E. multilocularis, etc.).

o Descartar los loops que encontraron secuencias idénticas en el proteoma
humano y de cerdo. Asi mismo, descartar los loops que encontraron
secuencias idénticas en agentes infecciosos que hagan reaccién cruzada en
el diagnostico de neurocisticercosis.

o Realizar alineamientos multiples de secuencias homologas a la proteina de
interés con proteinas del mismo T. solium.

« Realizar alineamientos multiples de secuencias homologas a la proteina de
interés con proteinas de los hospederos de T. solium (ser humano y cerdo).

« Realizar alineamientos multiples de secuencias homologas a la proteina de

interés con proteinas de agentes infecciosos que hagan reaccion cruzada con
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T. solium en las pruebas de diagndstico para neurocisticercosis (T. saginata,
E. granulosus, etc.).

o Descartar las regiones cercanas a sitios de glicosilacion.

e Usando los alineamientos multiples, seleccionar aquellos residuos
aminoacidicos que se diferencien mas de las secuencias semejantes.

o Predecir los epitopes de la proteina de interés a partir de GeneScript o
NetMHCII para considerar exposicion. Se entiende que los epitopes deben
estar expuestos para interactuar con los anticuerpos. Esta informacion solo

es de referencia.

14 Proteinas

-

- SWISS-MODEL (Modelamiento por

T Homologia)
1. Identificaciéon de probables loops de . .
.. P P - Phyre2 (Modelamiento por threading)
superficie  Modelamiento estructural - NetSurfP (Prediccion)

.

2. Blastear los probables loops contra el proteoma del humano
y de infecciones herterdlogas. BLAST

.

3. Elegir las proteinas mas semejantes para realizar
alineamientos multiples CLUSTAL Omega

4

4, Seleccionar los péptidos dentro de los loops de superficie

Alineamiento Mdltiple

Figura 5. Esquema de los pasos para el disefio de Péptidos de Superficie. Primero se predicen los
loops de superficie a partir de la secuencia de la proteina blanco (1. Modelamiento estructural).
Segundo, se blastea los loops contra el proteoma humano y de infecciones heterdlogas (2. BLAST).
Tercero, se realiza un alineamiento multiple con las secuencias mas semejantes para, finalmente,
seleccionar la posicidn del péptido blanco y los péptidos semejantes que sirven para SELEX negativo
(3. Alineamiento multiple). Este Ultimo paso debe considerar aspectos estructurales como sitios de
glicosilacion, regiones transmembrana, etc.

3.2.3. Metodologia de SELEX por transcripcion in vitro

22



Esta metodologia se basa en el trabajo de Rotherhan et al. (2012). Se
utilizaron perlas magnéticas (beads magnéticos) para fijar el péptido de superficie
biotinilado y poder separar la biblioteca que presenta afinidad al blanco. Ademas,
la biblioteca es de una sola hebra de 5" a 3" (hebra forward) y se debe asegurar que
para las siguientes rondas sea esta misma hebra que interactie con el blanco. Para
lograr esto se coloco un promotor T7 en el primer reverse que permita convertir la
biblioteca de ADN de doble hebra (dsDNA, por sus siglas en inglés) a ARN para
luego convertirla a ADN de una sola hebra (ssSDNA, por sus siglas en inglés) por
retro-transcripcién y mantener la misma hebra de interés para la interaccion con el

blanco en la siguiente ronda de SELEX (Figura 6).

SELEX

Retro
Transeripcion

PCR

Transeripcién
in-vitro

Figura 6. Metodologia SELEX por transcripcion in vitro. Representacién de los estados por los que
tiene que pasar la libreria antes de alcanzar la siguiente ronda de SELEX.

Si bien antes de la transcripcion in vitro se realiza una PCR convencional de
6 — 10 ciclos, en el siguiente paso se usa el producto de la PCR que trae el promotor
T7 para realizar la transcripcion in vitro. Asimismo, este paso permite producir

ARN en gran cantidad, lo que permite tener un seguro en caso se cometan fallas en
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el proceso que ocasionen tener que retroceder en el SELEX. Ademas, la reaccion
catalizada por la ARN polimerasa no necesita de primers, por ende, laamplificacion
en este caso es directamente de la secuencia y se evita el hecho de que una secuencia

funcione como primer para otra (54).

3.1.3.1. Condiciones de Rigurosidad

Las condiciones de rigurosidad son las variables que se van ajustando de manera
cada vez mas exigente para dirigir la biblioteca a mayor afinidad por el blanco.
Definir las condiciones de rigurosidad para cada ronda de SELEX antes de realizar
el proceso sirve para evaluar qué condiciones son las que mas han beneficiado el
enriquecimiento y en qué medida. Las condiciones de rigurosidad que se han

evaluado y utilizado en este protocolo son las siguientes:

- Concentracioén de biblioteca
- NUmero de lavados
- Volumen del buffer de lavado

- Tiempo de incubacion de la biblioteca y el blanco

Las condiciones de rigurosidad deben ser disefiadas de menor a mayor
rigurosidad. Por ejemplo, en la tabla 1 se ilustra las condiciones que se usaron para
los dos blancos que se utilizaron en la metodologia SELEX por transcripcion in

vitro.
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Tabla 1. Condiciones de rigurosidad para la metodologia SELEX por transcripcion in vitro.

Péptido pepFH_14 (proteina Ts18varl) - Libreria 30N
SELEX| [péptido] | [Libreria] | Incubation (min) | N*Washes | PCR cycles

1 1000 nM | 5000 nM 60 0 (200ul) 12

2 1000 nM | 1000 nM 60 0 (200ul) 6+9
3 800nM | 800 nM 60 1 (200ul) 12

4 750nM | 750nM 45 1 (200ul) 12

5 750nM | 750 nM 45 2 (200ul) 10

6 750nM | 750 nM 30 2 (200ul) | 10+10
7 200nM | 200 nM 30 3 (200ul) 12

8 111 nM | 111 nM 20 3 (200ul) 15

9 50 nM 50 nM 10 3 (500ul) 15
10 50 nM 50 nM 5 3 (500ul) 18

La concentracion de la biblioteca se determina con la cantidad de biblioteca
expresado en picomoles entre el volumen de incubacion expresado en microlitros,

MM,

La cantidad de beads es una limitante para la cantidad de blanco que se desea
colocar. Sin embargo, el presente trabajo no usé la capacidad del Bead como
condicidn de rigurosidad ya que siempre se aseguraba de cubrir entre 3 a 5 veces la
la capacidad méaxima de union (binding capacity) de los beads. Los beads que se
usaron en este protocolo son beads magnéticos de 2.8 um de diametro cubiertos con
estreptavidina (DynaBeads M-280 Streptavidin de la empresa ThermoFischer

Scientific).

El buffer de seleccidon es disefiado de tal manera que se adapte a las
condiciones del proceso, el blanco que se va utilizar (péptido, proteina, célula, etc.)
y la biblioteca que se va utilizar, sea de ADN o ARN. En este caso se utilizo el

buffer que proponen en el kit de SELEX (XELEX DNA Core Kit) de la empresa
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EURX que tenia la siguiente composicion: 140 mM NaCl, 2 mM KCI, 5 mM

MgClz, 2 mM CaClz, 20 mM Tris pH 7.4y 0.05 % [v/v] Tween 20.

3.1.3.2. Controles para la metodologia SELEX

Si bien la incubacién de la biblioteca con el blanco en condiciones de
rigurosidad que cada vez mas exigentes produce aptdmeros muy afines al blanco,
esto no asegura que la biblioteca distinga al blanco de proteinas homologas del
hospedero o de agentes infecciosos que causan reaccion cruzada en las pruebas
diagndsticas. Por tal motivo, se necesita usar estrategias que permitan asegurar que
se descarte la parte de la biblioteca que desarrolla afinidad para estos casos. La
manera ideal de realizar este paso seria el uso del proteoma de un paciente sin la
enfermedad y con el proteoma de pacientes que presenten enfermedades infecciosas
de sintomatologia parecida a la neurocisticercosis. Sin embargo, por limitaciones
de tiempo y presupuesto se eligié usar péptidos semejantes provenientes de
proteinas homdlogas. Ademas, segin las herramientas que se usen en el
procedimiento serd necesario descartar la parte de la biblioteca que desarrolle
afinidad a los soportes y estructuras usadas para realizar la seleccion. Enfocando

estos requerimientos en la metodologia SELEX es comun ciertas definiciones que
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enfatizan estos problemas; por eso es necesario precisar dos definiciones muy

importantes en la metodologia: el SELEX positivo y el SELEX negativo (Figura 7).

pepFH 14 (Ts18varl)

Perla
Magnética

SELEX positivo HNWFFHDDPIGKQIAQLAKN

s W |

pepFH_15 (Ts14)

Perla

SELEX negativo HEDPISKQIAQLAKEWKEAM

) 4 X

Magnética

Figura 7. Esquema de la diferencia entre SELEX positivo y SELEX negativo.

SELEX positivo: involucra la incubacion de la biblioteca con los beads

magnéticos cubiertos de estreptavidina cargados con los péptidos
biotinilados (blancos para el SELEX). Para esto primero se realiza la union
de los péptidos biotinilados a los beads; a continuacion, esta unidn se incuba

con la biblioteca en las condiciones disefiadas para cada ronda.

SELEX negativo: involucra la incubacién de la biblioteca con los beads

vacios, es decir, sin péptidos biotinilados. Este paso sirve para descartar la
porcion de secuencias de la biblioteca que se unen a la cubierta de sefarosa
y/o estreptavidina. El término SELEX negativo también hace referencia a

los pasos en los cuales se usa un blanco que guarda bastante parecido con el
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blanco de interés; por ejemplo, se puede usar una proteina homologa para
hacer un SELEX negativo y descartar la porcion de la biblioteca que es afin

a la proteina homologa pero no a la proteina de interés.

3.1.3.3. Pasos de la metodologia SELEX por transcripcion in vitro

Las bibliotecas que se usaron para este protocolo se compraron de la
empresa TRILINK. Se compraron bibliotecas de 20N y 30N, el término “N” quieres
decir que las bibliotecas contienen en la regidn aleatoria central una longitud de 20
y 30 nucledtidos, respectivamente. Para el péptido pepFH_11 se utiliz6 la biblioteca
20N vy para el péptido pepFH_14 se utilizé la biblioteca 30N. Por lo general, para
obtener aptdmeros que se utilicen en diagndstico se recomienda usar bibliotecas

pequenfas.

Los pasos para este SELEX fueron los siguientes:

e Lavar 3 veces los beads con 200 ul del buffer de SELEX 1X.

e Incubar los beads con el péptido biotinilado de tal manera que la cantidad
de péptido sea 5 veces la capacidad de los beads. La incubacion se realiza a
25 °C por 25 minutos con agitacion de 1400 rpm para mantener los beads
en suspension.

e A continuacion, lavar 3 veces los beads que tienen el peptido unido con 200

ul del buffer de SELEX 1X para eliminar el péptido biotinilado en exceso.
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o Por otro lado, preparar la biblioteca en buffer de SELEX 1X y calentar a
95°C y enfriar inmediatamente en hielo por otros 5 minutos. Esto se realiza
para denaturar y renaturar la biblioteca y mejorar la interaccion.

e Incubar la biblioteca con el mix beads-péptido inmediatamente despues de
pasado el tiempo en hielo. El tiempo de incubacion depende de las
condiciones disefiadas para el SELEX.

o Terminado el tiempo de incubacién, lavar inmediatamente con buffer de
SELEX para descartar la biblioteca que es débilmente afin a los péptidos.
El nimero de lavados y el volumen de lavado son condiciones de
rigurosidad que se varian de acuerdo al disefio del SELEX.

« Unavez que se realizé el altimo lavado, se procede a re-suspender los beads
en 50 ul de agua libre de nucleasas. Se calienta a 95°C por 5 minutos para
que la biblioteca afin al péptido se separe de este. Estos 50 ul son usados

para la amplificacion.

3.1.3.4. Etapas de la amplificacion de biblioteca enriquecida

3.1.3.4.1. PCR convencional

La cantidad de moléculas seleccionadas que finaliza en cada paso de SELEX es
muy pequefia, por lo que una estimacion de su concentracion resulta dificil. Por otro
lado, una sobre-amplificacion de las secuencias aleatorizadas resulta en la
formacion de sub-productos de alto peso molecular (55). Consecuentemente, resulta
importante determinar el nimero ideal de ciclos de PCR para obtener una
amplificacion de la biblioteca sin la formacién de dichos sub-productos. Para

resolver este punto se realiza una PCR analitica donde se colectan sucesivamente
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muestras cada 2-3 ciclos para analizar el producto de PCR en geles nativos de
poliacrilamida por electroforesis. A medida que se avanzan en los ciclos de PCR se
observa que las bibliotecas aleatorizadas comienzan a perder representatividad
hasta perderse, por lo que es importante no llegar hasta este punto en la
amplificacion con el PCR. Los geles nativos de poliacrilamida permiten observar
hasta que ciclo es conveniente amplificar la biblioteca capturada del SELEX sin
observar productos aberrantes. Dicha PCR analitica se prepara de la siguiente

manera.

o Para un volumen final de reaccion de 40 ul usar la cuarta parte para el
template (beads y biblioteca en suspension calentada a 95°C por 5 minutos).

o Colocar los primers a una concentracion final de 0.5 uM.

« Laenzima que se utiliza viene en un master mix 2X asi que debe pasarse a
1X en lareaccion. Se utiliza Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2X)
para evitar estandarizaciones de magnesio, nucleotidos y buffer de reaccion.

e Completar los 40 ul con agua libre de nucleasas.

« Las condiciones del PCR son las siguientes: denaturacion inicial de 95°C
por 5 minutos, seguido del proceso ciclico compuesto por:

o 95°C por 45 segundos,
o anillamiento de 52°C por 45 segundos y
o extension de 72°C por 40 segundos;

o unaextension final de 72°C por 5 minutos.
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Una vez determinado el nimero de ciclos adecuado se procede a preparar el
PCR con volumen final de 100 ul, se verifica el tamafio de banda correcto en gel de
poliacrilamida 8% con una corrida electroforética de 250V por 15 minutos y se
purifica el producto con el kit Oligo Clean & Concentrador para obtener el producto
dsDNA (ZymoResearch, USA). Finalmente, se realiza la cuantificacion por

absorbancia a 260 nm en un Nanodrop (ThermoScientific, USA).

3.1.3.4.2. Transcripcion in vitro

La transcripcion in vitro consiste en una reaccion enzimatica que media el
paso de ADN de doble hebra con promotor T7 (dSDNA-T7) hacia RNA. El
promotor T7 debe tener la siguiente secuencia para que la transcripcion se lleve a

cabo:

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’-template

La guanina subrayada y en negrita sera el primer ribonucledtido del ARN
que se va unir. El template que se busca transcribir debe encontrarse corriente abajo
del promotor T7. El paso de la transcripcion in vitro se realizo con el kit de
transcripcion TranscriptAid T7 High Yield Transcription (Thermo Scientific,
USA). Brevemente, el kit requiere colocar 1 ug de template dSSDNA o cDNA para
producir en general 150 ug en un protocolo que dura 2 horas a 37°C. El kit sirve
tanto para moldes cortos (< 100nt) y largos, pero para moldes cortos recomienda

usar 2 ug de substrato de ADN e incubar entre 4 y 8 horas a 37°C. El volumen de
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reaccion es de 20 ul y el kit provee los ribonucleétidos que deben llegar a la

concentracion final de 10 mM.

Cuando finaliza la reaccion, se procede a purificar con el kit de Direct-zol
RNA MiniPrep (Zymo Research). Durante la purificacion se realiza la degradacion
del producto de ADN de doble hebra que sirvio de template para sintetizar ARN
con la enzima DNAasa I. Para verificar y visualizar el producto purificado de la
transcripcion se prepara un gel denaturante de poliacrilamida al 12% con 8M de
urea. Finalmente, se realiza la cuantificacion por absorbancia a 260 nm en un

Nanodrop (ThermoScietific, USA).

3.1.3.4.3. Retrotranscripcién

La seleccién de aptdmeros en el presente trabajo busca obtener secuencias
de ADN de hebra simple afines al péptido blanco, entonces se debe convertir el
ARN de la transcripcion in vitro a una molécula de ssDNA. Finalmente, con la
molécula de sSDNA que representa la misma hebra con la que se comenzé a realizar
SELEX se disefia las condiciones de la siguiente ronda y el proceso se hace ciclico
hasta encontrar un enriquecimiento en la ronda. Lo altimo significa que dentro de
todas las secuencias con las que se partié algunas han ido aumentando en cantidad
en comparacion con las demas, lo cual es una disminucion de la diversidad a causa

de la presion de seleccion in vitro.
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En el presente protocolo, la retro-transcripcion se realizé con el uso del kit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis de Thermo Scientific (NUmero de Catalogo
#K1622). El kit posee un sistema completo y eficiente para la sintesis de cDNA
(ssDNA) a partir de ARN mensajero o0 ARN total. El kit usa una transcriptasa
reversa con baja actividad de RNAasa H en comparacion con otras transcriptasas
reversas, por lo que viene con reactivo inhibidor de RNAsas que protege el ARN
de la degradacion por arriba de los 55°C. El kit recomienda utilizar entre 0.1 ng
hasta 5 ug de ARN como template. La estandarizacion de la retro-transcripcion se
realizd utilizando 190 pmoles de biblioteca en la etapa de ARN sin importar el
tamafo de la misma (20N o 30N). Para la biblioteca 20N, 190 pmoles equivalen a
3.86 ug; para la biblioteca 30N, 190 pmoles equivalen a 4.45 ug. Para realizar la
retro-transcripcion se utilizé el primer forward en 200 pmoles por reaccion. El

volumen de cada reaccidn es de 20 ul y se utiliza 200 U de transcriptasa reversa.

Durante la purificacion de los productos de la retro-transcripcion se realiza
un paso de hidrolisis alcalina que permite eliminar el ARN que se utiliz6 como
template para sintetizar el cDNA. En este paso se utilizaNaOH 1 My EDTA 0.5M
con una incubacién por 30 minutos. Este paso se corrigié como se observa en los
resultados hasta 3 horas de incubacion. Para verificar y visualizar el producto
purificado de la transcripcion se prepara un gel denaturante de poliacrilamida al
12% con 8M de urea. Finalmente, se realiza la cuantificacion por absorbancia a 260

nm en un Nanodrop (ThermoScietific, USA).

33



3.2.4. Metodologia de SELEX por PCR emulsion

Una de las principales variables a evaluar en el procedimiento SELEX es el
tipo de PCR. Actualmente, existen Kits para producir aptameros. El kit de Roboklon
hace uso del PCR emulsién (ePCR) para resolver los problemas de formacién de
sub-productos. La principal ventaja del ePCR frente a un PCR convencional es el
mantenimiento de la diversidad de la biblioteca que es afectada por el sesgo de un
PCR convencional; ademas de evitar la formacién de sub-productos inespecificos.
Esto se debe a que se forma una emulsion de agua en aceite que forma goticulas de
agua en donde son aisladas cada secuencia de la biblioteca para su amplificacion
(Figura 8A). Es decir, que en cada goticula de agua ocurre la PCR. Ademas, cada
secuencia presenta una eficiencia de amplificacién intrinseca a su secuencia que no
depende de la afinidad con el blanco (50). En la metodologia de SELEX por PCR
emulsion la biblioteca sintética inicial es ADN de una sola hebra, pero una vez que
la primera ronda termina y se ha convertido en ADN de doble hebra en las
siguientes rondas se seleccionard como producto de ADN de doble hebra (Figura

8B).
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SELER | ssONA | { ePCR | | dsDNA l

2da ronda de dsDNA | | ePCR ! ! dsDNA

SELEX
ﬂ

El SELEX continua hasta laronda que muestre
enriquecimiento

Figura 8. Metodologia de SELEX por PCR emulsion. A) Representacion de una emulsidn de agua en
aceite. Se aprecia la distribucion de la libreria separada en cada micela. Adaptado de Shao K. et al.
2011. B) Esquema de las rondas de metodologia SELEX con PCR emulsién. La libreria que termina
la ronda se encuentra en dsDNA menos al inicio de la primera ronda.

El kit de Roboklon utiliza una mezcla de fase oleosa de 600 ul y una fase
acuosa de 100 ul. La composicion de la fase oleosa es 4.5% de Span 80, 0.4% de
Tween 80, y 0.05% Triton X-100 en aceite mineral; mientras que la composicion
de la fase acuosa es similar a un master mix convencional de una PCR. El kit trae
estos componentes, asi como también la biblioteca 40N, los primers (Forward y
Reverse) y una Taq polimerasa con la que se estandarizd el ePCR. La Taq
polimerasa viene en una Master mix 2X que debe llegar a 1X en el volumen final.
Los primers deben llegar a 4 uM. La cantidad de picomoles de biblioteca es de

acuerdo al disefio de las condiciones de rigurosidad para el SELEX.

El kit hace mencion de que es necesario producir 1 ug de dsDNA con la PCR

emulsion. Ademas, el kit recomienda la utilizacion de Beads magnéticos de 1 um
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de diametro cubiertos con estreptavidina. Las condiciones para la primera ronda de

SELEX se establecieron de la siguiente manera:

Usar 40 ul de MicroBeads que equivalen a la capacidad maxima de union
de 800 pmoles. Recordar que se preparan dos tubos de 1.5 ml con 40 ul
de MicroBeads. Uno es para el SELEX positivo y el otro es para el
SELEX negativo, siendo este ultimo el primero en realizarse.

Para saturar los MicroBeads, incubar estos con 64 ul de péptidos
biotinilados a 25 uM. Este paso se realiza solo para el tubo de SELEX
positivo.

Antes de la incubacion, lavar los MicroBeads con la solucién en la que
se realizara el SELEX. En el caso del kit de Roboklon este viene con un
buffer de SELEX. El lavado se realiza con 80 ul a 1400 rpm por 10
minutos.

Realizar el SELEX negativo con 2140 pmoles de biblioteca (equivale
534 ul de biblioteca a 4 uM) por 90 minutos a 1400 rpm aplicando antes
un replegamiento a la biblioteca. El replegamiento consta de calentar a
95°C por 5 minutos, seguido inmediatamente de enfriar en hielo por 5
minutos y, finalmente, 5 minutos a temperatura ambiente.

Terminado el SELEX negativo separar con un fuerte iman el
sobrenadante de los MicroBeads. El sobrenadante separado es la
biblioteca que se utilizara para el SELEX positivo, pero antes se debe

aplicar un replegamiento otra vez.
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- Realizar el SELEX positivo de los MicroBead cargados con el blanco
con la biblioteca pasada por replegamiento. Este procedimiento por 90
minutos a 1400 rpm.

- Terminado el SELEX positivo descartar el sobrenadante y resuspender
los MicroBeads en 50 ul de agua libre de nucleasas.

- Realizar la elucion de la biblioteca unida a los MicroBeads calentando a
95°C por 5 minutos y, sin separar los MicroBeads, usar los 50 ul para la
PCR emulsién con las cantidades ya establecidas. Seguir las siguientes
temperaturas para el PCR de emulsion: la denaturacion inicial a 95°C
por 2 minutos; seguido de 20 ciclos de denaturacion a 95°C por 30
segundos, anillamiento a 55°C por 1 minuto y extension a 72°C por 3
minutos; finalmente, una extension final a 72°C por 5 minutos.

- Purificar los productos de amplificacion. Para esto antes hay que romper
la emulsion con 1 ml de 2-butanol y centrifugar para separar los
amplicones de los demas componentes. Medir en nanodrop lo producido

y correr en gel de agarosa al 3% para identificar el amplicon de 96 nts.

Las siguientes rondas del SELEX tienen los mismos pasos. La Unica diferencia
es que tanto las cantidades de MicroBeads, péptidos biotinilados y biblioteca

enriquecida de la primera ronda son disminuidos.

- Preparar la biblioteca enriquecida con la elucion de la ronda anterior.

Para esto se uso0 1 ug del eluido diluyéndolo en buffer de SELEX y agua

libre de nucleasas.
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- Usar 10 ul de MicroBeads que equivalen a una BC de 200 pmoles.

- Usar 700 pmoles de péptido biotinilado que equivale a 28 ul del péptido
a25uM.

- Variar los parametros de SELEX de la primera ronda segun el disefio o
estrategia que se seguira en el SELEX.

- Realizar el lavado de los MicroBeads para descartar lo débilmente unido.
Esto mediante la incubacion por 10 minutos a 1400 rpm en buffer

SELEX.

3.2.5. Prueba de Enriquecimiento

La prueba de enriquecimiento sirve para validar la disminucion de la
cantidad de secuencias diferentes en la biblioteca a medida que se realizaron las
rondas de SELEX. La prueba que se utiliza en el presente trabajo se basa en el
trabajo de Lim TS et al. (2011). Brevemente, ADN de doble hebra proveniente de
las bibliotecas intermedias de SELEX se denaturan y renaturan para luego agregar
la nucleasa S1 cuyo sustrato son secuencias de ADN de una sola hebra (Figura 9).
El grado de degradacion causado por la enzima en la biblioteca se observa en gel.
Mientras méas degradada se presente la muestra entonces esta se encuentra menos

enriquecida.
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Se prepara controles de enriquecimiento para la prueba:

Control positivo: consiste en una muestra de una sola secuencia, cuando esta

muestra se somete a la prueba S1 la banda original no se degrada.

Control negativo: consiste en una muestra muy diversa de muchas

secuencias diferentes. En el presente trabajo utilizamos un producto a doble
hebra proveniente de la biblioteca inicial tal como fue comprada. Cuando

esta muestra se somete a la enzima S1 la banda original se degrada.

Cada muestra se prepara con un duplicado que no sera incubado con la enzima S1

para observar el efecto de la enzima en la muestra.

Las muestras a evaluar se preparan de la siguiente manera:

En un volumen de 15 ul agregar 500 ng de la muestra dsDNA que se desea
analizar.

Agregar 1.5 ul de buffer 5X para que la reaccion se encuentre en 0.5X
Enrasar con agua libre de nucleasas hasta 15 ul.

Calentar la muestra hasta 98°C por 5 minutos para denaturar el dSSDNA.
Inmediatamente incubar a 65°C por 5 minutos para permitir la hibridacion
de las hebras del dsDNA.

Agregar 2 ul de la enzima S1 a 0.25 U/ul y incubar por 20 minutos a 65

grados.
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o Detener la reaccion agregando 2 ul de EDTA 85 mM vy llevando la
temperatura a 70°C por 5 minutos.
o Inmediatamente después enfriar en hielo hasta que se realice la corrida

electroforética.

Las muestras deben permanecer en hielo hasta la corrida electroforética que se

realizard en un gel de acrilamida 8% a voltaje constante de 250 V por 15 minutos.

3.2.6. Secuenciamiento de bibliotecas del SELEX

Dado que se evidenci6 enriquecimiento en la ronda 10 del SELEX para el
péptido pepFH_14 proveniente de la proteina Tsl8varl se prepararon las
bibliotecas de las rondas: 1, 4, 6, 8 y 10. Estas rondas se seleccionaron de acuerdo
a lo planteado en el trabajo de Thiel WH (2016) para secuenciar rondas de SELEX
(56). Para todas las bibliotecas se partié de los productos de retro-transcripcion y se
realiz6 una PCR con primers convencionales (sin promotor T7). Una vez verificada
la calidad de las bibliotecas, se procedio6 a secuenciar las bibliotecas de ADN doble
hebra mediante secuenciamiento de alto rendimiento en MiSeq 2000 (Illumina,
USA, CA). La preparacion de los materiales y bibliotecas de secuenciamiento se
realizo utilizando el Kit 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation

(IMlumina, USA, CA).

3.2.6.1. Analisis Bioinformatico para encontrar probables aptameros.
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Dado que el secuenciamiento se determino para ambas hebras del ADN de
doble hebra, para cada biblioteca de las rondas del SELEX se obtuvieron dos
archivos de secuenciamiento fastq (R1 y R2), siendo R1 el secuenciamiento de la
hebra forward y R2 el secuenciamiento de la hebra reverse. Todos los archivos fastq
fueron filtrados segun la calidad del secuenciamiento usando Galaxy Project (57).
Los archivos fastq de R2 fueron convertidos en secuencias forward mediante
Reverse Complement usando Galaxy Project. Para analizar las bibliotecas de las
rondas de SELEX secuenciadas se usé el programa FASTAptamer (58), mediante
el cual se pudo evidenciar aquellas secuencias que se enriquecieron a lo largo del
proceso (Figura 5). Ademas, con la opcion fastaptamer_count se pudo obtener
cuantos reads fueron contabilizados para cada secuencia de la biblioteca. Asi
mismo, mediante normalizacion del conteo de reads se pudo comparar entre
secuencias. Con el comando fastaptamer_enrich se pudo determinar en qué grado
fue enriquecida la secuencia a lo largo de las rondas. Determinadas las secuencias
enriquecidas, estas fueron analizadas mediante mFOLD para determinar las
estructuras secundarias que probablemente interactden con el péptido blanco (59).
Por otro lado, usando el archivo FASTA obtenido a partir del comando
fastaptamer_count se utiliz6 el programa Cutadapt para cortar de las secuencias los
primers y solo quedarse con la region central (60). Con estas secuencias sin las
regiones constantes se utiliz6 MEME para determinar los motivos que interactian

con el péptido blanco (61).
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Figura 10. Esquema del Andlisis Bioinformatico del Secuenciamiento de las rondas del SELEX por
transcripcion in vitro. Las bibliotecas de cada ronda fueron analizadas con el programa Fastaptamer
que cuenta todos los reads totales y unicos. EIl comando fastaptamer_enrich permitié indentificar
las secuencias mas representativas. Estas secuencias fueron evaluadas con mFOLD para
determinar su estructura secundaria. El comando fastaptamer_cluster permitié agrupar en funcion
a la semejanza de secuencia, con lo cual se pudo buscar motivos con el programa MEME.

3.2.6.2. Sintesis de los posibles aptameros.

Las secuencias de primers y de aptdmeros fueron sintetizadas por la empresa
Macrogen (Seul, Corea del Sur), a través de su servicio de Oligo DNA synthesis,

sin ninguna modificacion.

3.2.7. Determinacion de Interaccion con el equipo de Stopped-Flow

Se enviaron a sintetizar los 6 probables aptameros (region central + region
de primers) sin ninguna modificacion: Aptamer_1R1, Aptamer 2R1,

Aptamer_3R1, Aptamer_4R1, Aptamer 5R1 y Aptamer 5R2. Ademas, se
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enviaron a sintetizar 4 sondas de 13 nucleotidos que hibridan con la region de los
primers de la secuencia del aptdmero (Figura 11). Estas sondas estan modificadas
de tal modo que algunas llevan un fluoroforo, mientras que otras llevan un quencher

que absorbe fluorescencia.

Aptamero
Forward Region variable Reverse
5 — I, 3
) I 1 1 1 1 I 1 ) : : : : : : :
3 x— 5 3 x— 5
F3'Q R3'Q
Sonda (148) (147)
3 — g 3 —
F3'F |V R5°F [
(149) (142)

‘ x Quencher |

Fluorophore

/

Figura 11. Disefio de Experimento para Stopped — Flow. Las sondas 142, 147, 148 y 149 se hibridan
a laregidn de los primers (Forward y Reverse). La interaccion del aptamero y el péptido se detecta
mediante la variacion en la fluorescencia.

A continuacion, se describen las caracteristicas de las 4 sondas que se mandaron a

sintetizar:

Sonda 142: Se une al Reverse (extremo 3’ del aptamero) y tiene un fluor6foro

(fluoresceina) en el extremo 5° de la sonda.

Sonda 147: Se une al Reverse (extremo 3’ del aptamero) y tiene un quencher

(BHQ1) en el extremo 3’ de la sonda.
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Sonda 148: Se une al Forward (extremo 5’ del aptamero) y tiene un quencher

(BHQI1) en el extremo 3’ de la sonda.

Sonda 149: Se une al Forward (extremo 5’ del aptamero) y tiene un fluordforo

(fluoresceina) en el extremo 5’ de la sonda.

Se desed probar si alguno de los 6 posibles aptdmeros se unian al péptido 14
(Ts1l8varl) y en qué grado era tal afinidad con el péptido. Para ello se hizo
interactuar el péptido sintético con el que se realizo el SELEX (aqui se asumio que
ni la biotina ni el linker de 5 carbonos afectarian en las mediciones) y el aptdmero
pre-incubado con la sonda. Para detectar la interaccion entre el péptido y el
aptamero se hibrid6 una sonda fluorescente al aptamero antes de la interaccién con
el péptido. De tal manera que si hay interaccion entre el aptdmero y el péptido habra
un efecto diferente en la fluorescencia base. La fluorescencia base se determind con

el aptamero hibridado a la sonda que se enfrenta contra el buffer de SELEX 1X.

Los experimentos se llevaron a cabo en un equipo de Stopped-Flow. El
método de Stopped-Flow fue introducido por Roughton en 1934 y enormemente
mejorado por B. Chance seis afios después. El aparato de Stopped-Flow se basa en
una técnica de mezclado y deteccion rapidos. El aparato detecta cambios en la
absorbancia y fluorescencia un milisegundo después de que los componentes a
mezclarse fueron disparados. Cada reaccion del Stopped-Flow requiere entre 100 a

400 ul de solucion.
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Se realizaron 4 experimentos para identificar la interaccion del aptamero
Aptamer_1R1 con el péptido 14. Para tal fin, el aptdmero fue diluido a 0.2 uM en
Buffer SELEX 1X (Receta Roboklon pero sin Tween 20) y pre-incubado con sonda
a 0.15 uM. El péptido 14 fue diluido a 1 uM con Buffer SELEX 1X. Se utiliz6 otro
péptido a 1 uM como control de afinidad en el proceso SELEX. Para la pre-
incubacion, se mezclo el aptdmero y la sonda en un volumen final de 800 ul. Esta
mezcla fue calentada a 95°C por 5 minutos y puesto en hielo inmediatamente por
otros 5 minutos para favorecer la hibridacion de la sonda y el aptamero. Antes de
iniciar los ensayos en el Stopped-Flow, las muestras son previamente centrifugadas
a 14000 rpm por 10 minutos para sedimentar cualquier particula extrafia que afecte
la deteccién en la cdAmara de mezclado. Ademas, se prepar6 100 ml de Buffer
SELEX 1X filtrado y desgasificado que alcanz6 para probar solo un aptdmero. Se
prepar0, también, agua ultrapura desgasificada para la limpieza del aparato de

Stopped-Flow.

Primer experimento (Aptameros con Sonda 149):

Se preparé la pre-incubacion de cada uno de los 6 aptameros con la Sonda 149
(fluoréforo en el FORWARD) en un volumen de 800 ul en tubitos de 1.5 ml. Cada
tubito fue enfrentado con 800 ul de péptido pepFH_14 a 2 uM en el equipo de
Stopped-Flow. La concentracion del aptamero fue de 0.2 uM y la concentracion de
la sonda fue de 0.15 uM. Estas concentraciones son en jeringa. Cuando las
soluciones de cada una de las dos jeringas a enfrentarse se juntan en la camara de

mezclado la solucidn se diluye en un factor de 1 en 2.
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Segundo experimento (Aptamer_1R1 con Sonda 142 y Sonda 148):

Se preparo la pre-incubacion del aptdmero 1R1 con la Sonda 142 (fluordoforo en el
REVERSE) y la Sonda 148 (quencher en el FORWARD) en un volumen de 800 ul
en tubitos de 1.5 ml. Cada tubito fue tratado con 800 ul de Buffer SELEX 1X y con
800 ul de péptido pepFH_14 a 1 uM. Por otro lado, se preparo la pre-incubacion del
aptamero 1R1 solo con la Sonda 142 (fluoréforo en el REVERSE) en un volumen
de 800 ul en tubitos de 1.5 ml. Esta mezcla fue enfrentada con 800 ul de péptido
pepFH_14 a 1 uM en el equipo de Stopped-Flow. La concentracion del aptdmero

fue de 0.2 uM vy la concentracion de la sonda fue de 0.15 uM.

Tercer experimento (Aptamer_1R1 y la prueba de especificidad):

Se prepard la pre-incubacion del aptdmero 1R1 con la Sonda 142 (fluoréforo en el
REVERSE) y la Sonda 148 (quencher en el FORWARD) en un volumen de 800 ul
en tubitos de 1.5 ml. Cada tubito fue enfrentado con 800 ul de Buffer SELEX 1X,
con 800 ul de péptido pepFH_14 a 1 uM, con 800 ul de péptido pepFH_15a 1 uM
y con 800 ul de peptido pepFH_21 a 1 uM. Todas las reacciones fueron llevadas a
cabo en el aparato Stopped-Flow. La concentracion del aptamero fue de 0.2 uM y

la concentracion de la sonda fue de 0.15 uM.

Cuarto experimento (Aptamer_1R1 y la titulacion):
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Se preparo la pre-incubacion del aptdmero 1R1 con la Sonda 142 (fluoroforo en el
REVERSE) y la Sonda 148 (quencher en el FORWARD) en un volumen de 800 ul
en tubitos de 1.5 ml. Cada tubito fue enfrentado con 800 ul de Buffer SELEX 1X y
con 800 ul de péptido pepFH_14 a diferentes concentraciones. Las concentraciones
del péptido pepFH_14 que se usaron fueron 0.4 uM, 0.6 uM, 0.8 uM y 1 uM. Todas
las reacciones fueron llevadas a cabo en el aparato Stopped-Flow. La concentracion

del aptamero fue de 0.2 uM y la concentracion de la sonda fue de 0.15 uM.
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IV. RESULTADOS

4.1. Seleccion de Blancos para SELEX.

Una vez realizado el blast local de las 57 proteinas extraidas de la
bibliografia en el genoma de T. solium, se observo que no todas las 57 proteinas se
encontraron en el genoma (Tabla 2). Sin embargo, varias de las proteinas se
encontraban dentro de la familia de 8 kDa y eran variantes de la misma proteina.
Ademas, se debe mencionar que toda la familia de 8 kDa se encuentra representada
solo por el gen 16857. Esto es curioso ya que se sabe que la familia de 8 kDa es
muy amplia en la cantidad de proteinas representantes y en variantes dentro de la
misma proteina (39). Otro hecho que se not6 fue que los alineamientos de la familia
de 8 kDa con el gen 16857 son de un bit-score muy bajo (menor a 100), lo que

conlleva también a valores de e-value muy altos.
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Los genes que alinearon con las proteinas reportadas en la bibliografia como
secretadas/excretadas no presentan el peptido sefial en el secuenciamiento. Todas
estas observaciones muestran que el genoma secuenciado en el laboratorio de
bioinformética se encuentra incompleto y poco representativo de la evidencia
encontrada hasta ahora en la bibliografia. Por ende, se optd por usar las secuencias
reportadas en la bibliografia en vez de las del secuenciamiento. A continuacion, se
seleccionaron 10 proteinas como buenos blancos para SELEX: la familia de 8 kDa
(5 proteinas), GP50, T24, tripsin-like protein, catepsina L y la enolasa del
metacéstode de T. solium. Se decidi6 estandarizar la metodologia SELEX con el

péptido de superficie seleccionado para Ts18.

4.2. Péptidos de Superficie como blancos para SELEX

Las proteinas propuestas como blancos para diagnéstico de
neurocisticercosis han sido pobremente estudiadas en su estructura. Ademas,
actualmente, no se cuenta con estructuras tridimensionales de las proteinas
pertenecientes a la familia de 8 KDa. Sin embargo, haciendo uso de diversas
herramientas bioinformaticas se pudo inferir la mejor posicién de los péptidos de
superficie. Para la proteina Ts18varl la informacion de estructura 3D se obtuvo
principalmente de la prediccion del NetSurfP, en el cual se observé una secuencia
altamente expuesta (aminodacidos del 40 al 44) que se encuentra entre dos helices
alfa (Figura 12D). En el SWISS Model se corroboro este loop aunque no de manera

significativa.
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Ts18varl como miembro de la familia de 8 kDa tiene muchas secuencias
similares dentro del mismo genoma de T. solium. En la Figura 7A se muestra como
la region del péptido seleccionado para la proteina Tsl8varl (pepFH_14) se
sobrepone con el péptido para la proteina Ts14 y el péptido para la proteina TSRS2.
En el caso Ts18varl, las predicciones de sitios de N-glicosilacion sirvieron para no
seleccionar un péptico que se sobreponga en este sitio (Figura 7A, recuadro
amarillo). Como se esperaba, Ts18varl mostré muchas proteinas homdlogas en
especies como T. multiceps, T. hydatigena y E. granulosus (Figura 7B). Luego, para
los hospederos de T. solium, Ts18varl presento 3 hits muy poco significativos como
para considerarlos, lo que confirma la especificidad de la familia de 8 KDa para T.
solium. Finalmente, para seleccionar la posicién de los péptidos se usaron los
alineamientos multiples que se obtuvieron usando las secuencias mas homélogas.
Para la proteina Ts18varl se identificaron 3 sitios de glicosilacion (Figura 7C). La
posicion de los péptidos no debe pasar por los sitios de glicosilacion. En la tabla 3
se muestra la posicion del péptido de superficie (pepFH_14) dentro de la proteina
Ts18varl; asimismo, se muestran los demas blancos y los péptidos que fueron

seleccionados para producir aptameros.

Tabla 3. Lista de Péptidos de Superficie de las Proteinas Blanco para SELEX

AAP45287

GP50

298 aa

Proteina anclada GPl a membrana TSES

Hancock K. et al. (2004)

pepFH_10

VKDESADLRVFRGVFPRKTM

V191

-N210

AAPAT268

T24

255 aa

Protelna integral de membrana

Hancock K. et al. (2006)

pepFH_11

QEAIQELQSKRLSGSDPTLK

Qii7 -

K136

AJ508918

Ts8B2

85 aa

Familia de 8 KDa

Ferrer E. et al. (2007)

pepFH_12

APDDDKGQEDLNMINMKQLG

Al8

-G38

AF082830

TsRS1

82 aa

Familia de 8 KDa

Greene RM et al. {2000)

pepFH_13

EETKPEDVVKMIKKG MEVVY

E17

-Y36

AF098073

Ts18varl

83 aa

Familia de 8 KDa

Greene RM et al. {2000)

pepFH_14

HNWFFHDDPIGKQIAQLAKN

H36

-N55

AF356335

Ts14

85 aa

Familia de 8 KDa

Greene RM et al. {2000)

pepFH_15

HEDPISKQIAQLAKEWKEAM

H43-

M62

JF906193

TsRS2

85 aa

Familia de 8 KDa

Kim SH etal. [2011)

pepFH_16

KSIKNWIEFVHRFFYED

K29

-D45

ADPB9566

Tripsin-like protein

478 aa

Serino Proteasa presente E/S de onedsferas

Rueda A. et al. (2011)

pepFH_17

NEDYEDEELGQYEPERSLYS

N161-

5180

AQQlie27

Catepsina L

211aa

Cistelno Proteasa presente en el fluido qulstico

Zimie M. et al. (2007)

pepFH_18

HEGIYDDPECKGHMDDLN

H141

-N158

AHB59732

Enolasa

433 aa

Enzima de la Glicdlisis
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pepFH_19

QDGKYNLDFKMPAAAASSIV

Q253

-V272



4.3. Produccion de aptameros contra péptidos de Ts18varl

Un punto clave en la metodologia SELEX es la amplificacion de la
biblioteca, la cual se realiza con una PCR convencional. El uso de esta técnica es la
causante del problema de formacion de productos secundarios (62). En el presente
trabajo se optd por dos alternativas de amplificacion. La primera alternativa que se
intentd fue adaptar una PCR emulsién. La segunda alternativa que se evalu6 fue
utilizar la transcripcion in vitro como principal paso de amplificacion. Para la
metodologia de SELEX por PCR emulsion las condiciones de rigurosidad que se
manejaron fueron el nimero de lavados y el tiempo de incubacion (Figura 13A). Se
realizaron en promedio 5 rondas de seleccion para los péptidos: pepFH_10 (GP50),
pepFH_11 (T24), pepFH_12 (Ts8B2), pepFH_13 (TsRS1), pepFH_14 (Ts18varl),
pepFH_17 (Tripsin-like protein) y pepFH_18 (Catepsina L) (tabla 3). En cada ronda
de amplificacion se verificd cualitativamente los productos de PCR emulsion
mediante electroforesis en geles de agarosa. En ciclos iniciales los productos
aparecieron predominantemente del tamafo esperado, alrededor de 76 pares de
bases (Figura 13B). Sin embargo, se observé también la formacién de productos
difuminados de mayor tamafio (smear). Esta relacion entre amplificado deseado y
productos difuminados se mantuvo relativamente constante hasta el ciclo 3 de
SELEX. En el cuarto ciclo de amplificacion el producto de 76 pb se redujo
notablemente mientras que los contaminantes se acentuaron en intensidad relativa
como también en tamafio. Asi mismo se observd la aparicion de productos

extremadamente grandes con minima migracion en 3% de agarosa. Estos ultimos
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formaban una banda neta en el gel (Figura 13B, selex 4). Con el fin de determinar
si las formaciones de dichos productos aberrantes eran especificos de la PCR por
emulsion, se procedié a comparar la misma con una PCR convencional para una
seleccién sucesiva. En ambos casos se observo la desaparicion del producto de
interés, sin embargo, la formacion de productos aberrantes difiri6 entre
aproximaciones de amplificacion (Figura 13B, selex 5e y 5c¢). La formacion de
productos extremadamente grandes se observé solo para PCR emulsion mientras
que productos difuminados de diversos pesos moleculares aparecieron en ambos.
Otra limitacion observada fue que el protocolo de SELEX por PCR emulsion
requiere grandes cantidades de material para ser utilizado en el siguiente paso de
seleccién (como minimo 1 ug) por lo que no permitia preservar una muestra
representativa de la biblioteca para casos en que hubiera que retroceder en las

rondas de SELEX.
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Las condiciones de rigurosidad que se usaron en la metodologia de SELEX
por transcripcion in vitro fueron las siguientes: la concentracion de biblioteca, el
tiempo de incubacion y el volumen total de lavado. A medida que se avanzd en las
rondas de SELEX se tendi6 a disminuir la concentracion de biblioteca para mejorar
la sensibilidad del probable aptdmero (Figura 14A). La concentracion de la
biblioteca comenzé con 5000 nM vy finalizo, en la ronda 10, con 50 nM. Entre las
rondas 6 y 7 se disminuy0 la concentracién de la biblioteca de 800 nM a 200 nM.
La concentracion de biblioteca y la concentracion de blanco siempre fueron las
mismas salvo en la primera ronda de SELEX en la que se buscaba asegurar atrapar
biblioteca para asegurar el uso de biblioteca nueva. El tiempo de incubacién fue
disminuido a medida que se avanzé en las rondas de SELEX para evolucionar una
cinética rapida de la interaccion de la biblioteca con el péptido bajo la premisa de
que a menor tiempo de interaccion mas rapida tenia que ser la interaccion para
quedar en la biblioteca enriquecida (Figura 14B). La primera ronda tuvo 60 minutos
de tiempo de incubacion, mientras que en la Gltima ronda se redujo a 5 minutos. Por
ultimo, el volumen final de lavado exigia a la biblioteca pegada al blanco que
resistiera las constantes diluciones que se realizaba al colocar buffer de lavado; por
ende, la interaccion del péptido y el probable aptamero debian ser muy fuerte, lo
cual podria significar mayor afinidad (Figura 14C). El volumen de lavado fue

incrementado drasticamente entre la ronda 8 y 9 durante el SELEX.
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Los pasos dentro de cada ronda en la metodologia de SELEX por
transcripcion in vitro fueron controlados con geles (Agarosa y Poliacrilamida)
como se observa en la Figura 15A. Terminado el paso de seleccidn era necesario
comenzar la amplificacion con una PCR convencional en la cual uno de los primers
Ileve un promotor T7 y poder realizar la transcripcion in vitro. Por esta razon, una
manera de controlar que el PCR habia logrado insertar el promotor T7 era
diferenciando su migracion en geles. El producto de dsDNA-T7 debia ser mas
grande (26 pares de bases mas) que un producto de PCR sin promotor T7 de la
biblioteca; asimismo, el producto dsDNA sin promotor T7 debia colocarse mas
arriba que el ssDNA en un gel de electroforesis debido a la complejidad estructural
(Figura 15A, gel 1y gel 2). Una vez que se confirmaba estas variaciones de tamafio
y calidad de banda, se realizaba la transcripcién in vitro. Si bien la transcripcion in
vitro necesita el promotor T7 para completar el proceso, esta region no se transcribe
asi que el tamafio del ARN vuelve a ser el de la biblioteca inicial (Figura 15A, gel
3). Sin embargo, el ARN contiene tres guaninas mas en el extremo 5" que vienen
del promotor T7 lo que hace que la banda del ARN sea méas grande que el cDNA
(ssDNA) producto de la retro-transcripcion a partir de este mismo ARN (Figura
15A, gel 4). Ademas, el ARN tiene un grupo hidroxilo (-OH) en el Carbono 2 de la
ribosa, mientras que el ADN solo contiene un hidrogeno (-H). Esto ultimo le

proporciona al ARN mayor peso con respecto al cDNA.
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Figura 15. Controles de proceso dentro de una ronda de SELEX por transcripcion in vitro. A) La
libreria afin al target que se obtiene de la ronda de SELEX es una hebra de ADN (ssDNA) que entra
inmediatamente a amplificarse por PCR para obtener dsDNA-T7 (gel 1 y gel 2), dedido a que el
reverse contiene un promotor T7 el dsDNA-T7 puede covertirse a RNA por una transcripcion in
vitro (gel 3). Finalmente, el RNA se devuelve a ssDNA mediante una Retrotranscripcién (gel 4). B)
Tabla que muestra los cambios en el tamafio de la libreria (pares de bases o nucledtido seglin sea
el caso) en los diferentes estados dentro de una ronda de SELEX.

Este proceso de la metodologia SELEX por transcripcion in vitro se repitié
hasta conseguir el enriquecimiento de la biblioteca para el péptido pepFH_14
proveniente de la proteina Ts18varl (Figura 16). Cabe mencionar que en la figura
se muestran las rondas que finalizaron con el enriquecimiento en la ronda 10, pero
para lograr esto se tuvo que evaluar que los productos no se encuentren con
productos difuminados o con sub-productos; por ende, hubo rondas que tuvieron
que repetirse hasta obtener un producto aceptable. Generalmente los sub-productos

han aparecido en rondas avanzadas del SELEX. Una manera que se evalud, para
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resolver el problema, fue cortar la biblioteca del gel para separarla de los sub-
productos, pero las bandas volvian a aparecer en ciclos posteriores y no se llegaba
a enriquecer la biblioteca. Este problema provoco varias veces tener que retroceder
en las rondas para eliminar la aparicion de estos sub-productos o repetir la ronda.
Como se observa en la figura, generalmente los productos de la retro-transcripcion
contenian la banda difuminada. Esto se resolvié corrigiendo el tiempo de hidrolisis
alcalina. Este paso consiste en degradar el ARN que sirvio como template para
producir cDNA en la retro-transcripcion. Se utilizd una solucion que contenia
NaOH 1M y EDTA 0.5M, la cual brinda un ambiente alcalino que provoca que el
grupo hidroxilo del carbono 2 de la ribosa pierda un protén y se convierta en un

nucleofilo y ataque el fosforo del enlace fosfodiéster (Anexo - Figura 1).
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4.4. Prueba de Enriquecimiento.

El SELEX es un método ciclico hasta que se obtenga enriquecimiento
suficiente para asegurar que ya no es necesario realizar mas rondas. Dentro de las
diversas metodologias que permiten determinar el enriquecimiento se optd por el
protocolo de Lim TS et al. (2011) la cual fue llamada prueba DiVE o prueba S1. La
prueba consiste en aprovechar la diferencia en la velocidad de hibridacion entre
bibliotecas dsDNA poco diversas y bibliotecas dsSDNA muy diversas. Como se
observa en el esquema de la figura 13A este proceso consiste en calentar y enfriar
inmediatamente lo que provoca efectos contrarios entre las bibliotecas segun su
diversidad. Las bibliotecas dsDNA muy poco diversas o como una biblioteca
homoduplex (una sola secuencia) se separan al ser calentadas a 98°C pero no tienen
problema en encontrar su hebra complementaria al ser enfriados. Sin embargo, las
bibliotecas dsSDNA muy diversas como una biblioteca heteroduplex tienden a
formar hibridaciones con secuencias diferentes a las complementarias lo que deja
partes de una sola hebra. Por tal razén, al usar la enzima S1 que es una endonucleasa
cuyo blanco son secuencias de hebra simple, las secuencias muy diversas sufren

bastante degradacion en comparacion con bibliotecas poco diversas.

La prueba de enriquecimiento S1 se probd a partir de la sexta ronda, pero
las bibliotecas mostraron enriquecimiento recién en la décima ronda como se
observa para el peptido pepFH_14 proveniente de la proteina Ts18varl (Figura 13
C). Sin embargo, la biblioteca par el péptido pepFH_11 proveniente de la proteina
T24 no obtuvo enriquecimiento. Un punto importante en estos ensayos fue

comparar las diferencias en el procedimiento para pepFH_11y pepFH_14. Ambos
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son péptidos pertenecientes a regiones flexibles de sus respectivas proteinas, pero
para el péptido pepFH_14 se contaba con péptidos que sobrelapan con la secuencia
de pepFH_14 como los péptidos pepFH_15y pepFH_16 (Figura 7A). Es decir que
si no se hubieran usado estos péptidos durante rondas de SELEX negativo muy
probablemente no se habria llegado a un enriquecimiento. Hay que recordar que los
aptameros son especificos a nivel molecular; es decir, simples cambios en un
aminoacido pueden ser detectados. El péptido pepFH_11 no tenia péptidos
semejantes provenientes del mismo Taenia solium o de la familia Taeniidae.
Ademas, considerando que T24 pertenece a la superfamilia de la tetraspaninas se
pudo considerar utilizar péptidos provenientes de la tetraspaninas humanas o del
cerdo para mejorar el proceso de SELEX. Finalmente, por méas que la estrategia de
utilizar péptidos sintéticos superficiales asegure el uso de regiones altamente Unicas
en la proteina de origen; es necesario utilizar péptidos provenientes de proteinas
homologas para obtener un enriquecimiento en el SELEX. Sin embargo, esto no
asegura que el aptdmero producido no detecte inespecificamente alguna proteina
del proteoma humano. Dado esto lo mas recomendable habria sido realizar una
ronda de SELEX negativo con el proteoma de un paciente sin neurocisticercosis, lo
cual se puede sumar en una ronda posterior. El principal objetivo del presente
trabajo fue poder evidenciar la obtencion de bibliotecas enriquecidas para el blanco

de interés.
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Péptido: pepFH_11 pepFH_14

Template: Ho He s.10 s.11 s.10 s.11

Enzima S1: = + - + - + - + . + _ +

Figura 17. Resultado de la Prueba S1 de Enriquecimiento en las muestras de SELEX de las rondas
10y 11 (s.10y s.11) para los péptidos pepFH_11y pepFH_14. Gel de Agarosa 3%.

La adaptacion desarrollada en este trabajo tiene ligeras modificaciones con
respecto al trabajo original desarrollado por el grupo de Konthur Z. en el laboratorio
de Genética Molecular del Instituto Max Planck. En dicho trabajo se utilizo las
bibliotecas de Phage Display que también utilizan bibliotecas randomizadas de un
tamafio de 1.37 x 108 secuencias diferentes. La visualizacion de las bibliotecas
digeridas por la enzima S1 se observaron en geles de agarosa 1% y con bromuro de
etidio. Sin embargo, en este trabajo, se utilizaron bibliotecas para producir
aptameros que son de un tamafio de 1015 secuencias diferentes. En el caso de la
visualizacion, se demostro que los geles nativos de poliacrilamida al 8% tefiidos
con RunSafe (agente no tdxico) ofrecian mejor grado de definicion para evidenciar

el enriquecimiento de las bibliotecas (Anexo — Figura 2). Usar geles de agarosa 3%
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en nuestro caso resultdé engafioso como se muestra en la figura 14, en la cual se

muestra la misma prueba de enriquecimiento, pero visualizada en geles distintos.

4.5. ldentificacion de posibles aptameros.

Para identificar las secuencias de los posibles aptdmeros en el
secuenciamiento de las bibliotecas se siguié un analisis bioinforméatico con la
intencion de determinar: abundancia dentro de cada ronda, enriquecimiento entre
rondas del SELEX, los motivos dentro de grupos de secuencias semejantes en las
rondas y la estructura de los posibles aptdmeros. Para realizar el conteo de
secuencias diferentes y la abundancia de estas se us6 el comando
fastaptamer_count, el cual es un script incluido en el programa FASTAptamer (58).
Se observd que, a lo largo de las rondas, salvo la ronda 10, el niUmero de secuencias
Unicas respecto del nimero de secuencias totales no varid, manteniéndose en un
92% de las secuencias totales (Figura 18). Sin embargo, en la ronda 10 el nimero
de secuencias Unicas disminuy6 considerablemente hasta un 26% del total de
secuencias. Lo cual confirma el enriquecimiento observado con la prueba S1. Este
patrén se repite para el secuenciamiento R1 y R2. Por otro lado, el nimero de
secuencias (totales y Unicas) comenzaron a aumentar a partir de la ronda 6. Este
incremento en el nimero de secuencias puede deberse a que las condiciones de
rigurosidad no ejercian suficiente presion selectiva en la poblacion de secuencias o

que la metodologia de SELEX por transcripcion in vitro favorece la aparicion de
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méas secuencias de diferentes tamafos con respecto al tamafio inicial (76

nucleotidos).

Secuencias Unicas

R1 R2
Totales | Unlcas | Totales | Unicas

s1 26134 24138 26430 24434

s4 26227 24150 26565 24454

s6 28608 26337 28639 26440

s8 35643 33381 33593 31523

N* de Secuencias

s10 38916 10045 37160 8877

N° de ronda

Figura 18. Secuencias Unicas en las rondas del SELEX. A) Tabla con el nimero de secuencias totales
y Unicas en las bibliotecas secuenciadas de las rondas del SELEX para el péptido pepFH_14. B) Curva
del nimero de secuencias en cada ronda del SELEX. Entre la ronda 8 y 10 se not6 una bajada
considerable en el nimero de secuencias Unicas que comprueba el enriquecimiento encontrado
en la prueba S1.

Si bien el comando fastaptamer_count permitié contar las secuencias dentro
de cada ronda, para determinar el enriquecimiento de cada secuencia entre rondas
de SELEX se us6 el comando fastaptamer enrich. Se observd que el
enriquecimiento en el secuenciamiento R1 y R2 presentd a la misma secuencia
como la més enriquecida (Aptamer_1R1y Aptamer_1R?2) (Tabla 4). Esta secuencia
se enriquecid 7625 veces en R1 y 14712 veces en R2. Aungue resulta inusual que
el enriquecimiento se duplicara en R2 en comparacion con R1, esta secuencia
representa un muy probable aptamero con alta afinidad contra el péptido pepFH_14.

Ademas, la secuencia Aptamer_2R1 tiene un enriquecimiento de 3500 veces en R1,
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pero en R2 el enriquecimiento solo es de 4.5 veces. Lo cual significa que la hebra
forward de esta secuencia se encontrada muy representada, pero la hebra reverse de
la misma secuencia no estaba presente. Esto puede deberse a un problema en la
preparacion de las bibliotecas antes del secuenciamiento o durante el filtrado por
calidad de los archivos fastq. Sin embargo, la secuencia Aptamer_3R1 presenta
valores de enriguecimiento consistentes en ambos secuenciamientos. En R1 se

enriqueci6 31,6 veces, mientras que en R2 se enriquecio 29 veces.

Tabla 4. Lista de posibles aptameros

Nombre Secuencia Enrich
Aptamer_1R1 CACTAGGTCTGCTTAGGATTGCGTAAGTGAAAGTCATTTA 7625
Aptamer_2R1 AGATGCAAAGGACTGCTCAGGCTTGCGATGGCAGCTTCAT 3500
Aptamer_3R1 |ACCGACTACGTCAACCTGGGTCTGCTCGGGATTGCGGATG 31.6
Aptamer_4R1 27.5
Aptamer_5R1 ACCGACTACGCCAACCTGGGTCTGCTCGGGATTGCGGATG 6.4
Aptamer_1R2 CACTAGGTCTGCTTAGGATTGCGTAAGTGAAAGTCATTTA 14712
Aptamer_2R2 |ACCGACTACGTCAACCTGGGTCTGCTCGGGATTGCGGATG 29
Aptamer_3R2 22
Aptamer_4R2 AGATGCAAAGGACTGCTTAGGCTTGCGATGGCAGCTTCAT 45
Aptamer_5R2 GCCGACTACGTCAACCTGGGTCTGCTCGGGATTGCGGATG 43

Como se menciond anteriormente el enriquecimiento basicamente se
produjo en la ronda 10 del SELEX; razon por la cual, el analisis de grupos de
secuencias semejantes (Clusters) se realizd en esta ronda. Para esto se utiliz6 el
comando fastaptamer_cluster. Se observo6 que en los dos primeros grupos o clusters
se encontraban las secuencias mas enriquecidas, por ende, se analiz6 con el

programa MEME los motivos mas representativos en estos dos clusters (Figura 16).
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Al comparar los motivos encontrados en el cluster 1 de R1 y R2 se observo que los
primeros dos motivos eran exactamente idénticos y ademas eran los que tenian
mejor e-value. EI motivo_1 (CTAGGTCTGCTTAGGATTGCG) se ubica cercano
al extremo 5’ (izquierda) de la secuencia Aptamer_1R1 con un e-value de 1.le-
4291 en R1 y 1.9e-3700 en R2. El motivo_2 (AGTGAAAGTCATTTA) se ubica
cercano al extremo 3’ (derecha) de la secuencia Aptamer 1R1 con un e-value de
2.3e-2564 en R1 y 5.4e-2223 en R2. Del mismo modo, en el cluster 2 de R1y R2

se observo que los primeros dos motivos eran idénticos y con mejor e-value.
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Debido a que las secuencias de Aptamer 1R1, Aptamer 2R1 vy
Aptamer_3R1 se encuentran en clusters diferentes, se analizd la estructura
secundaria de estas tres secuencias. La secuencia Aptamer_4R1 se encuentra en el
cluster 1 con la secuencia Aptamer_1R1. Dentro de las estructuras secundarias mas
probables, se observo que el motivo_2 junto con la secuencia del primer reverse
forman estructuras muy estables (Figura 17). Este patron se repite para el
Aptamer_2R1y el Aptamer_3R1. En conclusion, el secuenciamiento identifico a la
secuencia Aptamer_1R1 como el mas probable aptdmero para el péptido pepFH_14
proveniente de la proteina Ts18varl. Con el motivo_2 como mas representativo e

importante en la formacion de estructuras secundarias.
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4.6. Determinacion de la interaccion los posibles aptdmeros y el péptido
pepFH_14.

Los aptdmeros que se mandaron a sintetizar mostraron en su analisis 2D que la
region del primer reverse se encontraba comprometido en la estructura, razén por
la cual se decidid evaluar todos los posibles aptameros con una sonda que no hibride
en la regién del primer reverse sino mas bien en la regién del primer forward. Para
esto se hizo interactuar a todos los aptameros con el péptido pepFH_14 usando la
sonda 149. Se pudo notar que todos los aptdmeros mostraban la misma curva de
interaccion. Ademas, el aptdmero 5R2 mostr6 la mayor variacion en la
fluorescencia con respecto a los demas aptameros, mientras que el aptdmero 1R1y
3R1 mostraron una menor variacion con respecto a los demas aptameros (Figura
18A). Sin embargo, el aptdmero 1R1 es la secuencia mas enriquecida. Después de
evaluar los aptameros con valores extremos 1R1, 3R1 y 5R2 se pudo evidenciar la
afinidad del aptamero 1R1 hacia el péptido pepFH_14 mediante el uso de las sondas
S142 y S148. Cuando el complejo formado por el aptdmero 1R1 y la sonda S142 se
incubaba con el péptido pepFH_14 se observaba una variacion en la fluorescencia
similar al observado por el complejo del aptdmero 1R1 y las sondas S142 y S148
incubada solo con buffer (Figura 18B). Sin embargo, cuando este Ultimo se
enfrentaba con el péptido pepFH_14 se observé un cambio acelerado de la
fluorescencia, lo cual da evidencia del acercamiento entre el fluoréforo en la sonda
S142 con el quencher en la sonda S148 como consecuencia de la interaccién del

aptamero con el péptido.
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Una vez que la interaccion del aptdmero 1R1 y el péptido pepFH_14 pudo
evidenciarse, se debi6 comprobar que el aptamero 1R1 era especifico solo al
péptido pepFH_14 y no a otros péptidos. Para esto se utilizaron las mismas sondas
del experimento anterior (S142 y S148) con las mismas condiciones. El aptamero
1R1 se enfrentd a un péptido totalmente diferente al péptido blanco (péptido
pepFH_21) y a un péptido semejante (péptido pepFH_15) y se observo que la
variacion en la fluorescencia entre los péptidos pepFH_14 y pepFH_15 era
semejantes, mientras que la variacion en la fluorescencia entre los péptidos
pepFH_14 y pepFH_21 eran diferentes (Figura 19A). Ademas, la curva de
interaccion del aptdmero 1R1 con el péptido pepFH_21 era semejante a cuando no
hay péptido presente. Las diferencias entre los péptidos se evidenciaron mediante
alineamientos de las secuencias. El porcentaje de identidad entre los péptidos
pepFH_14 y pepFH_15 fue de 48%, mientras que el porcentaje de identidad entre

los péptidos pepFH_14 y pepFH_21 fue de 2.8% (Figura 19B).
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Figura 22. Especificidad del Aptamero_1R1. A) El aptamero 1R1 muestra afinidad similar al péptido
14 como al péptido 15. La afinidad del aptamero 1R1 al péptido 21 es similar a la presencia del

aptamero solo en buffer. B) El péptido 14 es parecido al péptido 15 mas no se parece al péptido
21.

Por altimo, se determino cuantitativamente el grado de afinidad entre el aptamero
1R1 vy el péptido pepFH_14 determinandose la constante de disociacion mediante
una titulacién en la que se mantuvo constante la concentracion del aptamero 1R1y
se varid la concentracion del péptido blanco (Figura 20A). Para determinar la
constante de disociacién se realizd una regresion lineal entre las diferentes
concentraciones y la constante aparente (Kappl) que evidencia la velocidad de la
reaccion de interaccion. Se determind que la constante de disociacion estaba

cercano al valor de 0.4 uM (Figura 20B).
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V. DISCUSION

El aptamero 1R1 presenta una constante de disociacion con el péptido
pepFH_14 cercana a 0.4 uM. Valores cercanos a este han sido reportados para otros
aptameros que han sido Utiles en el diagnostico de diversas enfermedades. Para el
diagnostico de la tuberculosis se han producido varios aptameros que han obtenido
valores altos de sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, usando a ESAT-6 como
blanco se produjo un aptamero de ADN de una sola hebra gque tenia una constante
de disociacion de 0.16 uM con la proteina (63). Cuando el aptamero se implementd
en el diagnostico de tuberculosis obtuvo valores de sensibilidad y especificidad de
89.6% Yy 94.1% respectivamente. En un trabajo posterior, el mismo grupo produjo
un aptamero de ADN de una sola hebra afin a la proteina CFP-10 con una constante
de disociacion de 0.375 uM (64). Los valores de sensibilidad y especificidad que

obtuvo este aptdmero fue de 83% y 95.3% respectivamente.

Otro punto importante en el presente trabajo sera el desenvolvimiento de los
péptidos de superficie provenientes de Tsl8varl en comparacion de la proteina
nativa. Existen trabajos que reportan que no hubo diferencia en la interaccién del
aptamero con el péptido con la interaccion del aptdmero con la proteina nativa
(19,20). Sin embargo, el presente trabajo no cuenta con los ensayos para aseverar
esta premisa. Ademas, se ha tomado en cuenta para el SELEX negativo el uso de
péptidos semejantes para la proteina Ts18varl solo a nivel de proteinas homologas
dentro de Taenia solium, lo cual podria afectar en la especificidad que muestre el
aptamero para diagnosticar la neurocisticercosis ya que no se ha usado péptidos

semejantes para proteinas homologas dentro de infecciones heterélogas. Sin
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embargo, estos pasos pueden sumarse en rondas de seleccion posterior. Asi mismo,
el SELEX negativo debe recomendablemente usar el proteoma humano y del cerdo,
asi como el proteoma de infecciones heterdlogas que muestren la misma
sintomatologia. Las plataformas de diagndstico actuales utilizan no solo una
proteina blanco sino muchas proteinas para alcanzar un buen desenvolvimiento, la
implementacién de multiples aptdmeros para multiples péptidos/proteinas seria

factible y con gran potencial para lograr una deteccién mas sensible (38).

Las dos metodologias de SELEX que se evaluaron en este trabajo buscaron
resolver el problema de la formacion de sub-productos, pero ambas metodologias
mostraron sus propias dificultades a medida que se avanzaba en el proceso. En el
caso de la metodologia de SELEX por PCR emulsion, el principal problema radica
en su baja productividad. La cantidad de dsDNA formada generalmente no
alcanzaba los 0.5 ug, con un requerimiento minimo de 1 ug para empezar una
siguiente ronda de SELEX. Otra limitacion que se pudo notar fue la formacién de
sub-productos de ADN de doble hebra a partir de las primeras rondas. En especial
este problema se acentuaba al incrementar el nimero de ciclos de PCR, solucién
intuitiva para mejorar la productividad de la misma. Ambas limitaciones podrian
ser atenuadas incrementando el volumen de la reaccion de amplificacion. Sin

embargo, los costos y tiempos implicados también incrementarian notablemente.

La evolucion aberrante de moléculas observada puede resultar por diversos

motivos: técnicos, propios del kit de roboklon o también por contaminaciones

cruzadas. El hecho que el mismo patron se observé para todos los péptidos
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utilizados hace presuponer que la causa es intrinseca del kit o experiencia del

investigador.

Por otro lado, la metodologia por transcripcion in vitro es mas ventajosa
debido a que la formacién de sub-productos aparecio en rondas avanzadas del
proceso de seleccion. Un posible aprovechamiento de las ventajas de ambas
metodologias en un solo protocolo seria utilizar un sistema por PCR de emulsion
en la primera fase de la amplificacion del SELEX por transcripcion in vitro.
Adicionando un promotor T7 a la biblioteca y estandarizando la PCR emulsion, se
podrian reducir aun mas la formacion de productos indeseados. Inmediatamente
después de la PCR emulsion se realizaria la transcripcion in vitro que aseguraria la
formacion de suficiente biblioteca en caso de errores en el proceso,

contaminaciones u otros problemas.

Se evidencio que el uso de péptidos sintéticos que fueran semejantes al
péptido blanco puede acelerar el proceso de enriquecimiento evitando realizar
muchas rondas de SELEX y, en dltima instancia, la aparicion de sub-productos. En
este trabajo se optd por utilizar el péptido homologo en rondas avanzadas y solo
para el péptido pepFH_14 proveniente de Tsl8varl. Probablemente utilizar el
péptido homdlogo en una ronda intermedia como la ronda 5 podria haber acelerado
el proceso de enriquecimiento y evitado llegar a la formacion de sub-productos en

rondas avanzadas del SELEX.
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Otro punto a considerar es la calidad de los productos intermedios de
amplificacion de bibliotecas. Por ejemplo, luego de la reaccion de retro-
transcripcion es necesario eliminar el RNA de substrato. Esto se logra a traves de
hidrolisis alcalina, cuya efectividad esta condicionada por el tiempo de incubacion,
el buffer en el cual se encuentra la muestra y la presencia de sales (Figura 1A).
Luego de estandarizar el proceso se evidencio que se requieren 3 horas para limpiar
el producto de ARN y solo tener el cDNA (ssDNA), tiempo que difiere al indicado
por el fabricante del Kit de retrotranscripcion y/o publicaciones de referencia. Este
producto ssDNA es muy importante porque va ser el material de inicio para la
siguiente ronda de seleccion y amplificacion. Contaminantes de RNA pueden
perturbar o competir en el paso de seleccion como también interfieren en la
estimacion cuantitativa de la biblioteca de ssDNA, sobreestimando su
concentracion. Esto resulta muy importante porque podria desviar el disefio de
presion evolutiva del SELEX donde un componente importante es la concentracion
de la biblioteca. Otro punto que podria observarse también es el control de calidad
del producto de transcripcion in vitro, ya que en la purificacion del ARN se realiza
una degradacion del dsDNA que se usé como template con la enzima DNAsa I.
Dicho paso resulta crucial por dos motivos. Primero, se quiere evitar una
contaminacion de ADN de doble hebra que podria ser amplificado en rondas
sucesivas de SELEX. Este contaminante no necesariamente podria derivar de la
union especifica del ligando al blanco. Segundo, la DNAsa | debe ser neutralizada

apropiadamente o resultaria en la digestion del cDNA producido a partir del RNA.
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En el presente trabajo presentamos una metodologia de SELEX que
funciona para producir bibliotecas enriquecidas de moléculas afines a péptidos
derivados de proteinas de T. solium. Dicha aproximacion es un avance importante
como alternativa para el estudio de proteinas que ofrezcan las complicaciones en su
produccién o posean modificaciones post-traduccionales dificiles de lograr en
sistemas de expresion recombinante como las glicosilaciones. También supondria
una alternativa para desarrollar herramientas de reconocimiento para proteinas muy
hidrofébicas o muy cargadas negativamente (65). Una vez secuenciadas y
analizadas las bibliotecas, se puede identificar los posibles aptdmeros que se
mandan a sintetizar y se prueban in vitro con el péptido para determinar
experimentalmente si son afines y, ademas, determinar cuantitativamente que tan
afin son al péptido. Antes de probar los aptdmeros en muestras es necesario probar
in vitro la diferencia de interaccion entre el aptdmero con el péptido y la interaccion
del aptdmero con la proteina nativa. Una vez que se encuentra el mejor candidato
se lo evalta en una plataforma con muestras. Las plataformas actuales que usan
nanomateriales muestran mayor sensibilidad utilizando aptameros que utilizando
anticuerpos (36). Por ejemplo, el grupo del Dr. Lobo-Castafiéon MJ desarrolld un
biosensor basado en aptameros que detectaba la proteina Gliadina a2 con una

sensibilidad 6 veces superior al inmunoensayo de referencia (20).
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VI. CONCLUSIONES

Se consiguid adaptar una metodologia SELEX basada en transcripcion in
vitro para la produccion de bibliotecas enriquecidas de ADN sintético de una sola
hebra afines a péptidos de superficie provenientes de proteinas secretadas y

abundantes del metacéstode de Taenia solium.

En base al flujo de busqueda de blancos para SELEX se propuso a la familia
de 8 KDa como los mejores candidatos como blancos para la produccion de
aptameros. Dentro de la familia de 8 KDa se eligio a Ts18varl como representante.
La familia de 8KDa cumple con los supuestos que este trabajo ha considerado:
secrecion, abundancia y especificidad. Entre ellas se definieron péptidos con alto

indice de exposicion en superficie como blancos para SELEX.

La metodologia SELEX por transcripcion in vitro mostré ser mas confiable
en evitar la formacion de sub-productos que la metodologia SELEX por PCR
emulsion. Ademas, la metodologia SELEX por transcripcion in vitro mostré tener
mayor respaldo en caso de tener que retroceder por contaminacion, fallas en la

operacion, etc.

La implementacion de la prueba de enriquecimiento S1 o DiVE mostro muy

buena correlacion con los resultados de secuenciamiento con respecto al

enriquecimiento de las bibliotecas.
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Mediante el secuenciamiento se evidencié que el aptdmero 1R1 se

encontraba enriquecido en 7625 veces con respecto a la biblioteca inicial.

Los ensayos de Stopped-Flow mostraron que el aptamero 1R1 era afin al
péptido pepFH_14 con una constante de disociacion cerca a 0.4 uM. El aptamero
1R1 también mostro afinidad hacia el péptido pepFH_15, el cual tiene un porcentaje

de identidad de 48% con respecto al péptido pepFH_14.
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VIl. RECOMENDACIONES

La metodologia SELEX que se desarrollé en este trabajo puede ser mejorada
de tal manera que necesite menos rondas de SELEX. En este trabajo se consiguio
el enriguecimiento en la ronda 10. Sin embargo, se tuvo que lidiar con formacién
de sub-productos. Este trabajo ha planteado y demostrado que el uso de péptidos
semejantes provenientes de proteinas homdlogas del hospedero o agentes
infecciosos cercanos a Taenia solium aceleran el proceso de enriquecimiento, a
pesar de que la diferencia entre los péptidos se basaba en uno hasta siete
aminoacidos. Hay que recordar que los aptdmeros son muy sensibles a nivel
molecular (66). Ademas, se debe considera el mejor disefio del SELEX negativo
que puede usar el proteoma de pacientes sin neurocisticercosis y, asimismo, el
proteoma de infecciones heterdlogas que presenten la misma sintomatologia que la
neurocisticercosis. Ademas del uso del proteoma, el SELEX negativo puede usar
también el uso de péptidos semejantes tomando ventaja de la capacidad de los
aptameros de detectar modificaciones a nivel atdbmico en la molécula que se use de

blanco. Estas dos aproximaciones no son mutuamente excluyentes.
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Figura 1. Hidrdlisis alcalina del producto de la retrotranscripcion. A) Representacion de la hidrdlisis
alcalina en el ARN. El pH alcalino favorece que el grupo hidroxilo del carbono 2 de la ribosa se
encuentre cargado negativamente, lo que provoca el ataque nucleofilico de este al fésforo (P). B)
Estandarizacidn de las condiciones ideales de hidrdlisis alcalina para degradar el ARN que se usd
como template para la produccién de cDNA en la Retrotranscripcidn. Se prepararon controles de
hidrdlisis alcalina. El control negativo puede degradarse por accion térmica.

A Péptido: pepFH_13 pepFH_14

Template: Ho He s.7 s.8 s.7 5.8

Enzima S1:

Péptido: pepFH_13 pepFH_14

B

Template:

Enzima S1:

Figura 2A. Prueba de enriquecimiento en Agarosa y Poliacrilamida. Prueba de enriquecimiento en
Agarosa y Poliacrilamida. A) Prueba de enriquecimiento positiva para la muestra s.7 del péptido
pepFH_14 visualizada en gel de agarosa 3%. B) La misma prueba que en A pero repetida y
visualizada en gel de poliacrilamida (nativo) 8%. La prueba de enriquecimiento es negativa para la
muestra s.7 del péptido pepFH_14.



