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OBTAINING SPECIFIC APTAMERS FOR ENZYMES OF THE
METHYLERYRITOL PHOSPHATE PATHWAY OF MICROORGANISMS

Abstract

Background: Pathogenic microorganisms such as the bacteria Mycobacterium
tuberculosis and Pseudomonas aeruginosa, and the protozoa of the phylum
Apicomplexa, including the causing agents of malaria and toxoplasmosis,
synthesize the isoprenoid precursors isopentenyl diphosphate (IPP) and
dimethylallyl diphosphate (DMAPP), by the methylerythritol phosphate (MEP)
pathway. This pathway is essential for most bacteria and Apicomplexa, but it is
not present in humans, which synthesize IPP and DMAPP by the alternative
mevalonate pathway. The essential role of the MEP pathway and its distribution
in different organisms make their enzymes attractive targets for the
development of new anti-infective agents. Herein, we focus on the development
of aptamers against key enzymes of the MEP pathway. Aptamers are single-
stranded oligonucleotides which behave as “chemical antibodies” and can bind
specifically and efficiently to a given target molecule. Methods: Several
methods have been optimized, such as: (i) the production of MEP pathway
enzymes, (ii) the development of aptamers through systematic evolution of
ligands by exponential enrichment, an in vitro selection process based on
iterative cycles of binding, partitioning, and amplification of oligonucleotides
from a pool of variant sequences, (iii) the cloning of aptamers, (iv) the
establishment of an electrophoretic motility shift assay for the identification of
interactions between selected aptamers and their target enzymes, and (v)
methods for the in vitro evaluation of enzymatic activity. Results: We report the
identification of a DNA aptamer (D10) which specifically binds to the enzyme
catalyzing the first committed step of the MEP pathway: 1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate reductoisomerase (DXR). Conclusions: The results obtained
suggest that the D10 DNA aptamer could be a potential candidate for the
development of new therapeutic agents and for the design of novel diagnosis

systems.



Glosario de abreviaturas

ACP: Acyl Carrier Protein
ADNdc: ADN bicatenario
ADNsc: ADN monocatenario

AEGIS-SELEX: Sistemas de informacion genética expandidos artificialmente-
SELEX

AFM-SELEX: Microscopia de fuerza atbmica-SELEX

APT: Translocador de fosfato de apicoplasto

ATP: Trifosfato de adenosina

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CDP-ME: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol o CDP-metileritritol

CDP-MEP: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol 2-fosfato

CE-SELEX: Electroforesis capilar-SELEX

CMK o IspE: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinasa o CDP-ME quinasa
CMP: Monofosfato de citidina

CMS o IspD: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol sintasa o CDP-metileritritol
sintasa o0 CDP-ME sintasa

CTP: Trifosfato de citidina

DMAPP: Dimetilalil pirofosfato

DMB: Bromuro de domifeno

DTT: Ditiotreitol

DXP: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato

DXR o IspC: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa

DXS: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa



E. coli: Escherichia coli

ECEEM: Electroforesis capilar de equilibrio de mezclas

EIS: Espectroscopia de impedancia electroquimica

ELISA: Inmunoensayo enzimatico

EMB: Etambutol

FET: Transistor de efecto de campo

FOS: Fosmidomicina: FR-31564; acido 3-(N-formil-N-hidroxi-amino)
FRET: Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
G3P: Gliceraldehido 3-fosfato

GCE: Electrodo de carbono vitreo

GDH: Glutamato deshidrogenasa

GTP: Trifosfato de guanosina

HDR o IspH: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato reductasa
HDS o IspG: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato sintasa o HMBPP sintasa
HMBPP: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)- butenil 4-difosfato

HRP: Peroxidasa de rabano picante

HRP-2: Proteina Il rica en histidina

IFI: inmunofluorescencia indirecta

IMAC: Cromatografia de afinidad por cationes metéalicos inmovilizados
IPP: Isopentenil pirofosfato

Kd: Constante de disociacion

LB: Medio Luria-Bertani (LB)

LD: Limite de deteccion

LDH: Lactato deshidrogenasa



ManLAM: Lipoarabinomanano de manosa

MCS o IspF: 2-C-metil-D-eritritol 2-4-difosfato sintasa o MECPP sintasa
MECPP: 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato

MEP: Metileritrol fosfato o 2-C-metileritritol 4-fosfato

M-SELEX: Seleccion micromagnética

MVA: Mevalonato

NECEEM: La electroforesis capilar sin equilibrio de mezclas de equilibrio
NPs: Nanoparticulas

NSM: Caproato de N-succinimidil-6-maleimida

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PABP: Proteina de union poli(A)
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PDR: Pruebas de diagnaostico rapido
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PfEMP1: Erythrocyte Membrane Protein-1 from P. falciparum
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(Glutathion peroxidase-like)

Pi: Fosfato inorganico

POC: Punto de atencion en campo
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PPi: Pirofosfato inorganico
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SBAS: Single Bead Aptamer Selection

SEA: Enterotoxina estafilococica A

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment

SPR: Resonancia de plasmoén de superficie

SPR-SELEX: Resonancia de plasmon superficial-SELEX

TA: Temperatura ambiente

TCA: Terapia combinada de artemisinina con otros farmacos antimalaricos
TPP: Pirofosfato de tiamina

UFC: Unidades formadoras de colonias

VIH/AIDS: Virus de inmunodeficiencia humana
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1. INTRODUCCION

Los isoprenoides constituyen una clase extremadamente amplia de
compuestos presentes en todos los organismos desde las bacterias a los seres
humanos. Tienen diversidad estructural y cumplen funciones muy diferentes de
relevancia bioldgica, como la degradacion de proteinas, la apoptosis, la
regulacion de la transcripcion y los procesos postraduccionales (Mard et al.,
2000) (Wiley et al., 2015) (Hernandez et al., 2019) (Althagbi et al., 2021). A
pesar de su notable diversidad, los isoprenoides se sintetizan en todos los
organismos utilizando dos componentes basicos comunes: Isopentenil difosfato
(IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP).

Aunque la via del mevalonato (MVA) se habia considerado durante mucho
tiempo como la Unica via utilizada por todos los organismos para la biosintesis
de IPP y DMAPP; actualmente, se conoce una via alternativa que inicialmente
se denomind via no mevalonato, aunque la literatura mas reciente utiliza el
término via del metileritrtitol fosfato (MEP), que lleva el nombre del primer
intermediario especifico de la via, el 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (Rohdich et
al., 2001). La via del MEP es la tnica fuente de IPP y DMAPP para importantes
patbgenos humanos tales como Mycobacterium tuberculosis y Plasmodium
falciparum, agentes causantes de la tuberculosis y la malaria, respectivamente.
Ambas enfermedades fueron responsables de cerca de 2 millones de muertes
por afio en el mundo (WHO, 2021b) (WHO, 2019). Asimismo, se encuentra en
Escherichia coli, la diarrea producida por sus cepas patogénicas es una causa
importante de muerte en nifios menores de 5 afos, especialmente en las
regiones de Africa subsahariana y sur de Asia (Black et al., 2003). Un hecho
preocupante es que la mayoria de los medicamentos actualmente disponibles
tanto para malaria, tuberculosis e infecciones humanas causadas por E. coli, ya
no son efectivos debido a la aparicién de cepas resistentes (WHO, Food and
Agriculture Organization (FAO), World Organisation for Animal Health (OIE),
2021). La resistencia a los antimicrobianos es un importante problema de salud

publica mundial (WHO, FAO and OIE, 2021). Un informe encargado por Reino
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Unido (Neill, 2014) predijo que para el afio 2050, se producirian 10 millones de
muertes anuales debidas a infecciones resistentes a los antimicrobianos (de
Kraker et al., 2016). Por ello, se requiere la busqueda de nuevos compuestos
con mayor poder inhibitorio, mejor bio-distribucion y menos efectos colaterales
para el manejo y control de estas patologias, asi como el desarrollo de nuevos

meétodos eficaces y eficientes de diagnostico.

1.1. DESCRIPCION DE LOS OBJETIVOS

Los aptameros son oligonucleétidos monocatenarios que adoptan una
estructura tridimensional estable que les permite unirse con alta afinidad y
especificidad a antigenos diana como moléculas pequefas, péptidos,
proteinas, células y tejidos. Dichas caracteristicas permiten que se pueden
utilizar como reactivos de investigacion, diagnéstico, biosensores, herramientas
terapéuticas y para el descubrimiento de biomarcadores. Motivo por el cual
nuestro principal objetivo se centr6 en su desarrollo como estrategia
antimalarica. Para ello, escogimos como dianas para el estudio las enzimas
DXP reductoisomerasa (DXR/IspC) y CDP-metileritritol sintasa (CMS/IspD) de
la via del MEP de sintesis de isoprenoides. Debido a su ausencia en los seres
humanos y porque son esenciales para la supervivencia del parasito. De esta
manera se centran los esfuerzos en el desarrollo de aptameros con proyeccién
al desarrollo nuevos agentes terapéuticos con perfil inocuo para el humano y/o
para el disefio de novedosos sistemas de diagnéstico para el manejo de
agentes infecciosos como P. falciparum, la especie mas peligrosa de

Plasmodium.

Objetivo general:

Desarrollar aptameros especificos para enzimas clave de la via del metileritritol

fosfato
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Objetivos especificos:

— Expresar y purificar enzimas recombinantes de la via del MEP.

— Buscar y realizar estrategias para la seleccion de aptameros: SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) y SBAS
(Single Bead Aptamer Selection).

— Evaluar la afinidad de los aptameros candidatos para la enzima diana.

— Evaluar in vitro el efecto inhibidor de los aptdmeros candidatos, basados en
la inhibicion de la actividad enzimética.

— Evaluar el reconocimiento de los agentes infecciosos por los aptameros.

1.2. MARCO TEORICO

1.2.1. PATOLOGIA DE ESTUDIO: LA MALARIA

La malaria (del italiano medieval «mal aire») o paludismo (de paludis, genitivo
del término latino palus: ciénaga o pantano y de - ismo, en este caso accion o
proceso patoldgico) es una enfermedad infecciosa que se caracteriza por
ataques intermitentes de fiebre muy alta y por ser potencialmente mortal
(Koram & Molyneux, 2007).

Los estudios cientificos sobre la malaria hicieron su primer avance de
importancia en 1880, cuando el médico Charles Louis Alphonse Laveran
(Premio Nobel en 1907), observd pardasitos dentro de los glébulos rojos de
personas con malaria. Propuso que la malaria la causaba un protozoo, fue la
primera vez que se identifico a un protozoo como agente causal de una
enfermedad. Dicho protozoo fue llamado Plasmodium, por los cientificos Ettore
Marchiafava y Angelo Celli (Ledermann D. & Valle B., 2009).

14



Producida por parasitos del género Plasmodium; en los seres humanos, esta
enfermedad puede ser causada por cinco especies distintas: P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. knowlesi y, ademas dos subespecies de P. ovale, P.
ovale curtisi y P. ovale wallikeri (Winzeler, 2008) (Fatih et al., 2013). Las tres
primeras especies se distribuyen en Africa, Asia y América Central y del Sur,
mientras que P. ovale se encuentra en Africa y P. knowlesi en Asia. A pesar de
compartir la misma distribucion geogréfica, la infeccion por P. vivax es menos
frecuente en Africa en comparacién con P. falciparum, pero es la especie
dominante que causa la malaria en muchas regiones fuera de Africa. La
presencia del parasito en cualquier etapa y en cualquier parte del cuerpo
humano, indica la presencia de una infeccién paltdica (Koram & Molyneux,
2007) (Jain et al., 2018).

La malaria es transmitida principalmente por mosquitos del género Anopheles;
tan sélo las hembras de este mosquito son las que se alimentan de sangre
para poder madurar los huevos; los machos no pican y no pueden transmitir la
enfermedad, ya que Unicamente se alimentan de néctares y jugos vegetales.
Hay aproximadamente 400 especies diferentes de mosquitos Anopheles, pero

solo 30 son vectores de mayor importancia (Koram & Molyneux, 2007).

La uUnica forma posible de contagio directo entre humanos es por via
placentaria al feto o bien por transfusiones sanguineas de donantes portadores
de la infeccién (Mufioz et al., 2015) (Redfield et al., 2018).

En regiones donde la malaria es altamente endémica, las personas se infectan
tan a menudo que desarrollan la inmunidad adquirida, es decir son portadores
mas o0 menos asintomaticos del parasito (Koram & Molyneux, 2007) (Mufioz et
al., 2015) (Redfield et al., 2018).
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Segun los informes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se calcula
que en 2019 se produjeron 229 millones de casos de paludismo y 409 000
muertes relacionadas con esta enfermedad en 87 paises; v,
desafortunadamente, aproximadamente el 65% de estas muertes son nifios
menores de 5 afios. Generalmente la mayoria de las victimas son nifios,
mujeres embarazadas, personas inmunodeficientes y/o con enfermedades
cronicas, como pacientes con virus de inmunodeficiencia humana (VIH/AIDS)
(Alemu et al., 2013) (WHO, 2019). Lamentablemente las cifras aumentaron
segun el Informe del 2021 de la OMS sobre la malaria (WHO, 2021a), que
indica un total de 241 millones de casos de malaria y aproximadamente
627,000 muertes en 2020. Sin embargo, la malaria es prevenible y curable, y el
aumento de los esfuerzos esta reduciendo la carga de la malaria en muchos
lugares. De hecho, entre 2000 y 2015, la incidencia de la malaria entre las

poblaciones en riesgo disminuyo en un 37% a nivel mundial (WHO, 2020).

En mayo del 2007 “La Asamblea Mundial de la Salud” decidi6 conmemorar el
25 de abril como el Dia Mundial del Paludismo; y en mayo del 2015 adopto6 “La
Estrategia Mundial de Malaria 2016-2030”. La cual, proporciona un marco
integral para orientar a los paises en sus esfuerzos por acelerar la eliminacion
de la malaria. La estrategia establece el objetivo de reducir la incidencia
mundial de la malaria y las tasas de mortalidad en al menos un 90% para 2030
(WHO, 2016).
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. No se sabe que ocurra transmision de malaria
La transmision de |la malaria ocurre en algunos lugares

. La transmision de la malariaocurre en todo
Figura 1: Presencia de malaria en el mundo. Este mapa muestra una
aproximacion de las partes del mundo donde se produce la transmision de la

malaria (CDC - Malaria - About Malaria - Where Malaria Occurs).

Son muchos los esfuerzos realizados para aumentar la prevencion y control de
la malaria. Actualmente se intentan tres estrategias principales: (1) vacunacion,

(2) control de vectores y (3) medicamentos antimalaricos.

El 6 de octubre de 2021 marca un dia historico en el desarrollo de vacunas
contra la malaria, con el lanzamiento de la recomendacion de la OMS para el
uso generalizado de la vacuna contra la malaria RTS,S/AS01 (RTS,S) entre los
niflos que viven en el Africa subsahariana y otras regiones con transmision de
malaria por P. falciparum de moderada a alta (Pringle et al., 2018) (CDC -

Malaria - About Malaria - Where Malaria Occurs) .

Si bien los ensayos aun estan en curso hasta 2023, se han recopilado
suficientes datos sobre seguridad y eficacia para permitir una recomendacion
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mas amplia para el uso de la vacuna. Entre los datos se encuentra el alto
impacto en entornos de vacunacion infantii en la vida real: Reduccién
significativa (30%) de la malaria grave y mortal. Por otro lado, se intenta
prevenir la infeccion evitando la picadura del mosquito con la fumigacion de los
hogares usando insecticidas de accion residual (FIAR) y mosquiteras tratadas
con insecticidas. Ademas, se estudia el desarrollo de métodos de diagndstico
rapidos y tratamientos eficaces con farmacos. Actualmente, el mejor
tratamiento para combatir la enfermedad es la terapia combinada de
artemisinina con otros farmacos antimalaricos (TCA) (Jain et al., 2018) (Tizifa et
al., 2018).

1.2.1.1. CICLO BIOLOGICO

Los parasitos de la malaria tienen un ciclo de vida con estadios reproductivos
sexuales y asexuales, que incluyen dos huéspedes: el ser humano, y el
mosquito Anopheles hembra. El ciclo se inicia cuando el mosquito hembra
Anopheles pica a un humano e inyecta formas méviles de esporozoitos que
viajan por el torrente sanguineo hasta el higado e invaden los hepatocitos,
donde inician un nuevo proceso denominado esquizogonia exoeritrocitica. Este,
consiste en la multiplicacion del parasito dentro de los hepatocitos infectados,
que acabara dando lugar a la ruptura y liberacibn de los merozoitos
exoeritrociticos, las formas de la etapa de sangre invasiva libre. Esta fase
exoeritrocitica es asintomatica y conduce al desarrollo de los esquizontes que,
maduros, contendran cientos de merozoitos. En un margen de 6 a 30 dias se
produce la ruptura de los esquizontes. Los merozoitos son liberados
masivamente en la circulacion e invaden los eritrocitos e inician la fase
eritrocitica del ciclo vital, donde experimentaran multiplicacion asexual. En
ellos, se desarrollan y multiplican asexualmente; pasando por el estado de
trofozoito en anillo. La esquizogonia eritrocitica concluye en 24 horas (P.
knowlesi), 48 horas (P. vivax, P. ovale, P. falciparum) o 72 horas (P. malariae)
(Cowman et al., 2012) (De Niz et al., 2016) (Lyth et al., 2018).
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La mayoria de los sintomas de la malaria (fiebre, vémitos y/o dolor de cabeza)
ocurren a lo largo de la fase asexual; durante esta fase, los merozoitos se van
desarrollando en el estadio esquizonte, que acabaran con la ruptura de la
célula y su liberacion a la sangre (Rowe et al., 2009). Algunos merozoitos
contintian el ciclo invadiendo otros globulos rojos, dando lugar a un crecimiento
exponencial del parasito, de forma que se invaden eritrocitos no infectados
anteriormente, favoreciendo asi, la progresion de la enfermedad en el paciente;
mientras tanto otros merozoitos se diferenciaran en las formas sexuales: macro
y microgametocitos masculinos o femeninos. Solo en el caso particular de P.

falciparum, se desarrollan en 3 0 4 dias.

Los gametocitos, formados a partir de la etapa de sangre asexual, son
absorbidos por un mosquito, y en su estbmago experimentan un ciclo sexual,
denominado ciclo esporogoénico (Contreras-Ochoa & Ramsey, 2004). En su
interior maduran y se diferencian en gametos masculinos y femeninos,
produciendo la fecundacion y la formacién de un cigoto maovil y alargado, que
pasard a la fase oocinete. El oocinete invade la pared del intestino medio del
mosquito, y se convierte en oocito. Finalmente, se da la formacion de
esporozoitos que invaden las glandulas salivales para reinfectar a otros seres

humanos.
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Figura 2: Ciclo vital de P. falciparum. La infeccién comienza con la inyeccion
de esporozoitos en el torrente sanguineo del huésped por la picadura de un
mosquito Anopheles. Los paréasitos se multiplican en el higado y se liberan de
nuevo en el torrente sanguineo del huésped en forma de merozoitos, donde
comienzan el ciclo de desarrollo intraeritrocitico (en glébulos rojos). Dentro del
eritrocito, los parasitos crecen en trofozoitos grandes. Finalmente, se dividen
para convertirse en esquizontes multinucleados, que brotan de la célula
huésped y vuelven a entrar en la sangre como merozoitos. Una proporcién de
estos parasitos en etapa sanguinea se convierten en gametocitos y son
absorbidos por el mosquito vector, donde completan la replicacion sexual
(Guggisberg et al., 2014).
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1.2.1.2. EL APICOPLASTO

El género Plasmodium pertenece al filum Apicomplexa, el cual se caracteriza
por contener un plastido no fotosintético, llamado apicoplasto, un organulo de
origen procaridtico (Foth & McFadden, 2003)(Lim & McFadden, 2010). El
organulo destaca la importancia de la transferencia genética lateral en la
evolucion y proporciona un sistema accesible para la investigacion de la
orientacion de proteinas a organulos endosimbioticos secundarios (Roos et al,
1999). El apicoplasto tiene cuatro membranas (Figura 3) y tiene un pequefio
genoma circular, que contiene muchos genes 0 secuencias que estan
claramente relacionados con los genomas de plastidios de plantas y algas; en
conjunto, esto indica que el apicoplasto surgié por endosimbiosis secundaria
(Ralph et al., 2004) . El apicoplasto interactia con el medio ambiente, el citosol
del parasito, para importar y exportar muchas moléculas, un claro ejemplo son
las proteinas conocidas como translocadores de fosfato de plastidos (pPT) que
se encuentran incrustadas en la membrana exterior del apicoplasto y son
responsables de la importacion de carbono, energia y poder reductor para

impulsar la sintesis anabdlica en el organulo (Lim et al., 2016).

Figura 3: El apicoplasto. A. Micrografia electronica de transmision de un P.
falciparum, Nucleo (N), Vacuola digestiva (FV), y apicoplasto (Ap). Escala
500nm. B. El apicoplasto esta rodeado por cuatro membranas, indicio de un
origen endosimbiético. Escala 100nm. (Guggisberg et al., 2014)
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La via secretora de P. falciparum ha evolucionado para transportar proteinas a
la membrana de la célula huésped y a un organulo endosimbiotico, el
apicoplasto. Este ultimo puede ocurrir a través de la ruta ER o ER-Golgi. A
diferencia de la proteina soluble ACP (Acyl Carrier Protein), la PfTPxGI
(tiorredoxina peroxidasa semejante a la glutation peroxidasa (Glutathion
peroxidase-like)) se localiza en la membrana mas externa del apicoplasto. Por
lo tanto, el apicoplasto del parasito adquiere proteinas a través de dos vias
diferentes: primero, la via de trafico vesicular parece manejar no solo proteinas
secretoras, sino también una proteina de membrana del apicoplasto, PfTPxGlI;
en segundo lugar, el trafico de proteinas luminales de apicoplastos parece ser
independiente de las vesiculas acopladas a proteinas G (Figura 4) (Chaudhari
et al., 2017).
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Figura 4: Representacion esquematica de las vias de segmentacion de
proteinas secretoras en P. falciparum. Se observan tres rutas usando
proteinas PfEMP1 (Erythrocyte Membrane Protein-1), ACP (Acyl Carrier
Protein) y PfTPxGI (Glutation peroxidase-like thiorredoxin peroxidase). Las

flechas indican la direccion del trafico de proteinas secretoras.
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Los parasitos de la malaria contienen un apicoplasto por célula, y la replicacion
del organulo precede a la forma especial de division celular, conocida como
esquizogonia. La divisién celular debe garantizar no solo la particion de los
organos, como las mitocondrias y los nucleos, en cada célula hija, sino también
la fiel segregacion de los apicoplastos de generacion en generacion (Ralph et
al., 2004).

El apicoplasto en Plasmodium es esencial para el desarrollo intraeritrocitico e
intrahepatico en el huésped humano (Ramya et al., 2007a) (Janouskovec et al.,
2015) y debido a su origen procariético, contiene vias que no se encuentran en
el huésped humano (Rdéhrich et al., 2005). Por lo tanto, constituye una diana
importante para el desarrollo de nuevos antipaltudicos (Lim et al., 2016) (Saggu
et al., 2016) (Goodman & McFadden, 2013).

El apicoplasto alberga maquinaria procariota, presumiblemente para replicar su
genoma circular de 35 kb, para transcribir y traducir los genes que posee.
(Roos et al., 2002). Los antibiéticos que incapacitan las funciones de
mantenimiento de la replicaciéon del ADN, la transcripcion y la sintesis de
proteinas de este organulo interfieren con la replicacion del organulo y, en
consecuencia, con su segregacion durante la esquizogonia. Los mutantes
transitorios que son incapaces de replicar el apicoplasto también comparten el
mismo destino (He et al., 2001). Por ejemplo, los antibiéticos que inhiben la
transcripcion y la traduccion procarioticas, como la doxiciclina y la clindamicina,
bloguean la expresién del genoma del apicoplasto y son activos contra
Plasmodium (Dahl & Rosenthal, 2007)(Ramya et al., 2007a).
Desafortunadamente, la cinética o accién lenta limita el uso de doxiciclina y
clindamicina para la quimioprofilaxis o como farmacos asociados en terapias

combinadas con compuestos de accion mas rapida (Ramya et al., 2007a).

Por otra parte, el apicoplasto es el sitio de varias vias metabdlicas, como la

sintesis de acidos grasos, grupo hemo e isoprenoides (Lim & McFadden, 2010)
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(Arisue et al., 2012). Todas las proteinas involucradas en el funcionamiento de
dichas vias de biosintesis estan codificadas en el nucleo y dirigidas al
apicoplasto. Se conoce que moléculas como triclosan (Heath et al., 1998)
(Waller et al., 2003) (Surolia & Surolia, 2001) (Alfhili & Lee, 2019), cerulenina
(Vance et al., 1972) (Tasdemir et al., 2006) y NAS-91 (Sharma et al., 2003),
inhibidores de la via de sintesis de acidos grasos, y succinil acetona (Goldberg
& Sigala, 2017), un inhibidor de la biosintesis del grupo hemo que opera en el
apicoplasto del parasito, muestran efectos parasiticidas rapidos (Uddin et al.,
2018).

La muerte retardada, se caracteriza por la muerte de parasitos solo en la
generacion posterior a la intervencién farmacoldgica. Los antibiéticos como la
clindamicina, el cloranfenicol y la tetraciclina, inhibidores de la sintesis de
proteinas procariéticas, invocan el fenotipo de muerte retardada en P.
falciparum, como es evidente a partir de una reduccion especifica del nimero

de copias del genoma del apicoplasto (Ramya et al., 2007b).

Se ha postulado que el apicoplasto es necesario para reponer las reservas
involucradas en la generacién de la vacuola parasitéfora que rodea al parasito
en la célula huésped y es crucial para una invasién exitosa de la célula
huésped (Ralph et al., 2004). Todas estas vias involucradas en la produccién y
modificacion de lipidos y proteinas unidas a lipidos podrian ser necesarias para
la interaccidon parasito-célula huésped o para la generacién de la vacuola
parasitofora, que son esenciales para la invasion exitosa de la célula huésped
(Ralph et al., 2004). Por lo tanto, comprometer cualquier funcién de apicoplasto
deberia interferir con la invasion de la célula huésped, y potencialmente matar

a los parasitos por muerte retardada.

La inhibiciébn del ADN del apicoplasto, el ARN o la sintesis de proteinas (por
clindamicina) no interfiere con la biosintesis de acidos grasos en el apicoplasto

en el primer ciclo de reproduccion asexual. En consecuencia, durante las
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primeras 48 h de tratamiento con un agente que invoca la muerte retardada, los
acidos grasos todavia se sintetizan, a pesar de la inhibicion de la replicacion
del ADN del apicoplasto, la transcripcion o la sintesis de proteinas. Esto
permite la supervivencia e invasion de la siguiente célula huésped. En el
segundo ciclo, en ausencia de un apicoplasto, los &cidos grasos no se
sintetizan durante la etapa de trofozoito del parasito y, por lo tanto, no pueden

sobrevivir y progresar a la etapa de schizont (Ramya et al., 2007b).

El tratamiento con fosmidomicina, un inhibidor de la biosintesis de precursores
isoprenoides en el apicoplasto, inhibe el crecimiento de P. falciparum en
estadio sanguineo (Lell et al., 2003). Sin embargo, la inhibicibn de
fosmidomicina se puede rescatar quimicamente mediante la suplementacion
con isopentenil difosfato (IPP), el producto de la ruta (Uddin et al., 2018) (Yeh
& DeRisi, 2011). Sorprendentemente, la suplementacion con IPP también
revierte por completo la muerte después del tratamiento con antibiéticos que
causan la pérdida del apicoplasto. Los parasitos tratados con antibiGticos
rescatados con IPP durante mudltiples ciclos pierden especificamente su
genoma apicoplasto y no procesan ni localizan las proteinas de los organulos,
lo que los hace funcionalmente menos apicoplastos. A pesar de la pérdida de
este organulo esencial, estos auxoétrofos sin apicoplasto pueden crecer
indefinidamente en un hemocultivo asexual, pero dependen por completo de
IPP exdgeno para sobrevivir (Yeh & DeRisi, 2011). Estos hallazgos indican que
la biosintesis de precursores de isoprenoides es la funcibn mas esencial del
apicoplasto durante el crecimiento en etapa sanguinea. En suma, los farmacos
gue interfieren con los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion del
apicoplasto conducen a la pérdida del apicoplasto, no matan al parasito
rapidamente, ya que permiten que otros procesos bioquimicos del apicoplasto
continden, lo que le permite sobrevivir a un ciclo de crecimiento. Sin embargo,
los inhibidores de la biosintesis de acidos grasos, la biosintesis del grupo hemo
y de los isoprenoides, que son funciones esenciales del apicoplasto, parecen

afectar mas criticamente a la supervivencia misma del parasito.
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Figura 5: Representacion esquematica del fendmeno de muerte retardada
en P. falciparum bajo la influencia de agentes que interrumpen la divisién
del apicoplasto o la expresién génica. A. Ciclo eritrocitario de la malaria en
condiciones normales. B. Ciclo eritrocitario de la malaria bajo la influencia de
antibioticos que inhiben la division del apicoplasto. Cada parasito contiene una
sola copia del apicoplasto. El fracaso del apicoplasto para dividirse y
segregarse durante la etapa de esquizonte produce merozoitos hijos
defectuosos que mueren posteriormente en el segundo ciclo eritrocitario

después de invadir nuevos eritrocitos (Chakraborty, 2016).

Se sabe que pocos eucariotas pueden prosperar en ambientes de calor
extremo; la mayoria no pueden completar sus ciclos de vida por encima de 40
°C (Clarke, 2022). EI mecanismo de supervivencia de Plasmodium podria

atribuirse al linaje ancestral de algas del apicoplasto.

La tolerancia del parasito a las temperaturas febriles es crucial para su

propagacion exitosa en poblaciones humanas, asi como un aspecto
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fundamental de la patogénesis de la malaria. El fenotipado paralelo de una
biblioteca mutante reveld una superposicion significativa entre las vias del
parasito subyacentes a la respuesta a las temperaturas febriles y las implicadas
en el mecanismo de accién de la artemisinina, incluido el estrés oxidativo, las
respuestas de dafio proteico y el tréfico vesicular mediado por apicoplasto
(Rocamora et al., 2018) (Bridgford et al., 2018).

Estudios recientes indican que la funcion esencial de los isoprenoides en la
etapa sanguinea del parasito estd en sus funciones como sustrato para la
prenilacidon de proteinas, especificamente, en las proteinas preniladas que
impulsan el transporte vesicular a la vacuola digestiva (Kennedy et al., 2019)
(Howe et al., 2013). En ausencia de prenilacibn, se conduce a la
desestabilizacion de la vacuola digestiva y la muerte del parasito (Howe et al.,
2013). Otra defensa clave del parasito contra el estrés oxidativo inducido por
compuestos prooxidantes (como la artemisinina) incluye el aumento de la
biosintesis de vitamina E, otra funcién exclusiva de la via del MEP (Sussmann
et al.,, 2017). Curiosamente, los estudios concurrentes ahora proporcionan
informacion mecanicista que ilumina la relaciéon bioquimica entre la biosintesis
de isoprenoides y la respuesta de supervivencia febril-temperatura del parasito
(Mathews & Jezewski, 2021). La farnesilacion de HSP40 (PF3D7_1437900), un
tipo de prenilacion mediada por la via MEP, es critica para la supervivencia
de P. falciparum del estrés térmico. La inhibicién de la biosintesis isoprenoide
finalmente resulta en la asociacion reducida de HSP40 con componentes
criticos del citoesqueleto, la exportacion de proteinas y las vias de transporte
vesicular, sin las cuales P. falciparum no podria sobrevivir ni al estrés por calor
ni frio (Zhang M. et al., 2021). Por lo expuesto, la biosintesis isoprenoide y el
mecanismo de accidon de la artemisinina pueden servir como objetivos

farmacoldgicos sinérgicos.

Debido a que las dianas moleculares de los inhibidores de la via MEP se
encuentran dentro del apicoplasto, para ejercer su actividad estos farmacos

tienen que atravesar varias bicapas lipidicas, a saber, las del glébulo rojo
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(RBC), la vacuola parasitofora, el propio parasito Plasmodium intraeritrocitico y
el apicoplasto. Como resultado, las concentraciones de farmacos necesarias
para obtener actividad antiparasitaria aumentan significativamente. Como
alternativa se espera que los futuros nanovectores diseflados deberian poder
reducir el ICso de los inhibidores de la via MEP (Biosca et al., 2019).

1.2.1.3. TRATAMIENTO

El objetivo principal del tratamiento es asegurar la eliminacion rapida y
completa de los parasitos que causan la enfermedad del torrente sanguineo de
un paciente para evitar que un caso de paludismo no complicado progrese a
una enfermedad grave o a la muerte (WHO, 2020). Desde una perspectiva de
salud publica, el tratamiento de la malaria se administra para reducir la
transmision de la infeccibn a otras personas mediante la reduccion del
reservorio infeccioso y para prevenir la aparicibn y la propagacién de la
resistencia a los medicamentos antipaltdicos (Koram & Molyneux, 2007) (Tizifa
et al., 2018).

El primer tratamiento eficaz para la malaria fue la corteza del arbol Cinchona,
que contiene el alcaloide quinina. Este arbol crece en las colinas de los Andes,
en particular en Peru. Los habitantes del Pert usaban el producto natural para
controlar la malaria, y los Jesuitas introdujeron esta practica en Europa durante
los afios 1640, donde fue aceptada con rapidez (Jaramillo-Arango, 1949). Sin
embargo, no fue sino hasta 1820 cuando la quinina, el ingrediente activo, fue
extraida de la corteza y nombrada por los quimicos franceses Pierre Joseph
Pelletier y Joseph Bienaimé Caventou (Gachelin et al., 2017). Después de que
la quinina y otros alcaloides de Cinchona habian sido purificados, la molécula
se prob6 rapidamente en pacientes. Numerosas observaciones médicas e
informes de casos de todo el mundo pronto indicaron que la quinina era
especifica para las fiebres "paludicas” (intermitentes). Por lo tanto, el
tratamiento de las fiebres con quinina contribuyé notablemente a la nosografia
de la malaria al distinguir entre las fiebres que respondian a los extractos y las

gue no (Gachelin et al., 2017).
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La quinina se continué utilizando como el Unico tratamiento, hasta que en la
década de los 40, se introdujo la cloroquina que reemplazé a la quinina, por
poseer menos efectos colaterales y por tanto ser mejor tolerada (Parhizgar,
2017) (Hand & Meshnick, 2011). Sin embargo, desde que el P. falciparum
resistente a la cloroquina fue reportado por primera vez en Tailandia en 1959 y
en Colombia en 1961, la malaria resistente a las drogas se ha vuelto uno de los
mas importantes problemas en el control de la enfermedad en los afios
recientes (Chan et al., 2012) (Sidhu et al., 2002) (Awasthi & Das, 2013).

Sin embargo, actualmente se ha reconocido que en realidad ya desde el afio
350 de Nuestra Era, los chinos utilizaban la planta del ginghao (Artemisa
annua) de forma efectiva para el tratamiento de la malaria (Hsu, 2006b). Se
han identificado varios metabolitos bioactivos en Artemisia annua, el mas
estudiado es la artemisinina, un endoperoxido de lactona sesquiterpénico
(Castilho et al., 2008). La artemisinina fue aislada por primera vez en 1971 por
Tu Youyou (Hsu, 2006a). El éxito de la "tarea de combatir la malaria" dependi6
crucialmente de los cientificos modernos que tomaron en serio el conocimiento
que se registr6 en un texto médico tradicional chino, “Prescripciones de
emergencia guardadas”, por el famoso médico Ge Hong (284-363) (Hsu,
2006a). Debido a su actividad antipaltdica, la artemisinina es fundamental en

las estrategias actuales de medicamentos antipaltdicos (Tse et al., 2019).

En los ultimos afios, el acceso a los TCA se ha ampliado de manera sustancial
(WHO, 2016). Se calcula que en 2016 los paises adquirieron 409 millones de
tratamientos combinados basados en la TCA, frente a los 311 millones
adquiridos en 2015. Mas del 69% de esas adquisiciones fueron hechas por el
sector publico. EI numero de TCA distribuidos a través del sector publico
aumentaron de 192 millones en 2013 a 198 millones en 2016, la mayoria de
ellos (99%) en la Region de Africa de la OMS (WHO, 2016).
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1.2.1.4. RESISTENCIA

La OMS ha definido la resistencia como la capacidad de una cepa parasitaria
de sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de la administracion y absorcion de una
droga dada a dosis iguales o mayores que aquellas usualmente
recomendadas, pero dentro de los limites de tolerancia del sujeto (WHO, 2010).
Es asi, que, tras la experiencia de resistencia a farmacos como la cloroquina,
se considera que estamos ante Plasmodium resistente: cuando el tratamiento
con antimalaricos, en dosis iguales o0 mayores a las recomendadas, resulta en
un retraso en la eliminacion o una eliminacion incompleta del parasito en

sangre (Paloque et al., 2016).

Comenzando a fines de la década de 1940, la cloroquina era el tratamiento
estandar para la malaria sin complicaciones. Sin embargo, a fines de la década
de 1950 y principios 1960, se identificaron P. falciparum resistentes a la
cloroquina en todo el sudeste de Asia, Oceania y Sudamérica (Sidhu et al.,
2002) (Parhizgar, 2017) (Awasthi & Das, 2013) (Chan et al.,, 2012). La
resistencia a la cloroquina desde entonces se ha extendido a casi todas las
areas del mundo (Sidhu et al., 2002). Posteriormente se han identificado cepas
resistentes para antimalaricos como la sulfadoxina/pirimetamina, la mefloquina,
halofantrina, y la quinina. So6lo esporadicamente se han reportado casos de
resistencia en P. vivax; por este motivo la cloroquina permanece como el
farmaco mas utilizado para el tratamiento de la malaria causada por esa

especie.

En el afio 2008 se comunicaron los primeros casos de resistencia a las terapias
combinadas con artemisinina en areas del sudeste asiatico (Noedl et al., 2008).
La resistencia clinica a la artemisinina se manifiesta como un fenotipo de
eliminacion retardada; es decir, la infeccion, finalmente, se resuelve con la
terapia TCA, pero el tiempo requerido para la eliminacion del parasito aumenta

sustancialmente (Mathews & Odom, 2018), lo cual podria contribuir al aumento
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aun mas preocupante de resistencia a multiples medicamentos (Ménard et al.,
2015). Los tratamientos basados en la combinacion de farmacos son mas
susceptibles de desarrollar resistencias, poniendo en peligro terapias TCA
consolidadas (Ashley & Phyo, 2018). La mayoria de los pacientes con una
eliminacion retardada del parasito post- tratamiento con TCA son capaces de
curarse excepto cuando, adicionalmente, existe resistencia combinacion de
farmacos utilizada. Ademas, en la practica médica, el diagnéstico se basa en la
fiebre y la parasitemia, pero esto claramente da como resultado un diagnéstico
excesivo de los casos de malaria y, por lo tanto, el uso inadecuado de
medicamentos antipaludicos, o que aumenta el riesgo de resistencia a los

medicamentos (Jain et al., 2018).

Aungue el problema de la resistencia esta presente en todas las zonas
endémicas de paludismo en el mundo, las areas reconocidas actualmente
como las mas seriamente afectadas son la peninsula de Indochina y la region
del Amazonas en Suramérica (Ménard et al., 2015) (WHO, 2016). Hasta julio
de 2016 se habia confirmado la resistencia al tratamiento de primera linea
contra el paludismo por P. falciparum en cinco paises de la subregion del Gran
Mekong (Camboya, Myanmar, Republica Popular Democrética Lao, Tailandia y
Vietnam). En la mayoria de los lugares los pacientes con infecciones
resistentes a la artemisinina se recuperan totalmente cuando reciben un TCA
que contenga otro farmaco eficaz. No obstante, en la frontera entre Camboya y
Tailandia, P. falciparum se ha vuelto resistente a casi todos los antipaludicos, lo
cual dificulta enormemente el tratamiento y requiere una estrecha vigilancia.
Hay un verdadero riesgo de que la multirresistencia aparezca pronto en otras
zonas de la subregion. La propagacion de cepas resistentes a otras partes del
mundo podria suponer un gran reto para la salud publica y poner en peligro los
avances recientes en el control del paludismo (WHO, 2016) (Ménard et al.,
2015).
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Provincia de Yunnan,
China

Figura 6: Mapa de resistencia a multiples farmacos antipalidicos en
paises de la subregion del Gran Mekong (WHO, 2016).

Después de la experiencia positiva de la TCA, es posible que los nuevos
tratamientos antimalaricos se basen en la utilizacion de terapias combinadas,
que incluyan moléculas de diferentes clases quimicas y con diversos
mecanismos de accion para ayudar a frenar el desarrollo de multiresistencias
(Ashley & Phyo, 2018). Desde hace décadas los estudios cientificos vienen
identificando una serie de rutas metabdlicas que constituyen potenciales dianas
terapéuticas y que ofrecen numerosas posibilidades para el desarrollo de
nuevos compuestos antimalaricos (Sherman, 1979) (Ramya et al., 2007a). Por
ello, actualmente se cuenta con varios farmacos en vias de desarrollo y se
pueden caracterizar a partir de su mecanismo de accion (Gonzéalez & Gonzalez
Pacanowska, 2005): Los inhibidores de proteasas, inhibidores de la sintesis de
acidos grasos, inhibidores de la ruta de biosintesis de isoprenoides,
compuestos que interfieren con el transporte y el metabolismo de fosfolipidos,
inhibidores del metabolismo mitocondrial, e inhibidores del metabolismo de

pirimidinas (Gonzéalez & Gonzalez Pacanowska, 2005) (Tse et al., 2019).
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Un tratamiento antipalldico ideal seria un potente inhibidor de la multiplicacion
de parasitos, de curso corto o dosis Unica, bien tolerado en mujeres
embarazadas y nifios pequefios, que ademas tenga un buen perfil de
seguridad, sea asequible y presente una baja propension a desarrollar
resistencia (White, 1997) (Jain et al., 2018). Un candidato que recientemente se
acerca a un antimaléarico ideal, es el caso de la cipargamina (anteriormente
conocido como KAE609), inhibidor potente de la multiplicacion del parasito
(Mathews & Odom, 2018) perteneciente a la familia de las espiroindolonas que
actla sobre la PfATP4, una Na+ ATPasa que interrumpe la homeostasis de
Na+ en el parasito (Tse et al., 2019) (Am et al., 2020). Es un antipaltdico de
accion muy rapida, es activo contra todas las etapas intraeritrociticas del
parasito de la malaria y ejerce actividad gametocitocida, con potencial de
bloqueo de la transmision (Mathews & Odom, 2018) (Am et al., 2020).

Se realizaron ensayos clinicos, ensayos de seguridad y tolerabilidad en
humanos, siendo las principales preocupaciones la hepatotoxicidad y los
efectos secundarios leves (Am et al., 2020). Un estudio clinico mostré6 una
rapida eficacia en el tratamiento de la malaria por P. falciparum y P. vivax
(White et al., 2015), por otro lado, el primer estudio realizado en Africa y el
mayor realizado hasta la fecha con cipargamina, mostré que fue bien tolerada
sin ningun problema de seguridad hepatica en un rango de dosis mas amplio y
exposiciones mas altas que los estudios anteriores. Ademas, confirmd su
potencia y el rapido inicio de la actividad parasitaria con tiempos de eliminacion
del parasito de alrededor de 8 h (Ndayisaba et al., 2021).

El establecimiento de la resistencia a la artemisinina plantea la preocupacion
de la resistencia cruzada debido a las similitudes quimicas entre dos grupos de
compuestos (Tilley et al., 2016). Por el contrario, la cipargamina no esta
relacionada estructuralmente con los derivados de artemisinina (Ashley & Phyo,
2018) y es potente contra los parasitos resistentes a la artemisinina, incluido el
mutante R561H, que se esta propagando en Ruanda (Straimer et al., 2021).

Sin embargo, cuando se utilizO como monoterapia, se detectaron mutaciones
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emergentes en el tratamiento en pacientes que experimentaron
recrudecimientos (Schmitt et al., 2021). Una combinacion a base de
cipargamina con un medicamento asociado adecuado con una alta barrera a la
resistencia abordara la necesidad médica urgente para el desarrollo de nuevos
medicamentos contra la malaria no basados en artemisinina (Ndayisaba et al.,
2021) (Guasch-Girbau, 2021).

En suma, dado que la vacuna actual disponible proporciona sélo una
proteccion moderada (Guasch-Girbau, 2021),los agentes quimioterapéuticos
constituyen las mejores herramientas clinicas disponibles para la prevencion y
el tratamiento de la malaria (Tizifa et al., 2018). Los tratamientos antipalldicos
suelen administrarse como terapias combinadas, y las terapias combinadas
basadas en artemisinina representan actualmente la clase de terapia mas
efectiva y ese es el estdndar de atencion recomendado por la OMS. Sin
embargo, ya hay evidencia de resistencia emergente a la artemisinina y sus
derivados (Ménard et al., 2015). Por lo expuesto, la busqueda continua de

nuevas clases de tratamientos adquiere gran relevancia y caracter de urgencia.

1.2.1.5. DIAGNOSTICO

Algunas de las comunidades endémicas todavia carecen de acceso a pruebas
de rutina en casos sospechosos. Por ejemplo, en 2018, solo el 74% de los
pacientes sospechosos de tener malaria, excluyendo los casos
indocumentados, tuvieron acceso a pruebas de diagndéstico en los centros de
salud publica (WHO, 2019).

Ante la sospecha de que un paciente padece paludismo se recomienda realizar
una confirmacion del diagndstico mediante pruebas de microscopia o mediante
la prueba de diagndstico rapido de paludismo antes de iniciar el tratamiento
(WHO, 2010).
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El tratamiento apoyado en el cuadro clinico solo esta indicado cuando el
resultado de las pruebas diagnosticas no puede obtenerse en el plazo de dos
horas. Es preciso administrar rapidamente dentro de las primeras 24 horas
después del inicio de la fiebre un medicamento eficaz y seguro para prevenir
complicaciones potencialmente mortales (Koram & Molyneux, 2007).

Por lo tanto, el diagndstico precoz y preciso de la malaria es importante para
asegurar la administracion apropiada del tratamiento. Esto minimiza el riesgo
de desarrollo de resistencia del parasito, reduce la sobre dosificaciéon de la
droga y reacciones adversas innecesarias a los medicamentos antipalidicos
(WHO, 2010).

Un falso positivo por malaria puede generar resistencias a la medicacion en el
paciente tratado, sin embargo, un falso negativo puede conllevar la extension
de la enfermedad y la muerte del paciente. Por lo tanto, el diagndstico certero
de la malaria es fundamental para disminuir las tasas de mortalidad por esta
enfermedad, y para ello es relevante identificar correctamente la especie

de Plasmodium que infecta a cada paciente (Mufioz et al., 2015).

La deteccién y la identificacion por microscopia de las especies de Plasmodium
en muestras de sangre coloreadas con Giemsa, ha sido tradicionalmente el
método de referencia y no ha tenido modificaciones desde el afio 1903
(Montoya et al., 2008). La gota gruesa permite el examen de una mayor
cantidad de sangre en menos tiempo. Se pone una gota en el centro de la
lamina y se hacen movimientos envolventes para romper los hematies y que
permita observar los parasitos. Por otro lado, la extension de sangre periférica
es un método mas lento que el de la gota gruesa, no se rompen los hematies,
por lo que los parasitos no cambian la morfologia y es mas facil identificarlos
(Mufioz et al., 2015) (Amir et al., 2018).
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La sensibilidad de la gota gruesa es de hasta 10 a 30 parasitos por microlitro
de sangre, lo que aproximadamente equivale al 0,001% de glébulos rojos
infectados. Sin embargo, las técnicas de diagnodstico basadas en la
microscopia requieren de personal capacitado, y presentan limitaciones en la
sensibilidad y en la deteccion de infecciones mixtas, especialmente en las
regiones de baja y moderada endemia (Montoya et al., 2008). Los métodos de
deteccidn del parasito basados en la amplificacion de ADN son una alternativa
a este problema. Varios estudios han comparado el diagndstico microscopico
mediante gota gruesa con una técnica de reaccion en cadena de polimerasa

(PCR), alcanzando correlaciones de mas del 90% (Lopez et al., 2012).

Actualmente se cuenta con un creciente numero de métodos basados en la
técnica PCR para el diagnéstico de la malaria. Estos métodos permiten la
identificacion especifica de parésitos de la malaria hasta el nivel de especie. Su
principal ventaja radica en su alta sensibilidad, el limite teérico de deteccidn de
una PCR puede ser tan bajo como 0,02 parasitos / yl con PCR anidada siendo
la tecnologia de amplificacion de acido nucleico mas sensible hasta ahora en
comparacién con un microscopista experimentado, que se dice que tiene un
limite de deteccion de aproximadamente 5 parasitos / yl (Amir et al., 2018).
Ademas, permite la diferenciacion certera de las especies del parasito, cuando
existen dificultades para su diferenciacion morfolégica o una infeccion mixta
(L6pez et al., 2012). En consecuencia, el enfoque molecular tiene el potencial
de suplir algunas limitaciones del método microscépico, especialmente en lo
relacionado a sensibilidad y especificidad (Amir et al., 2018), sin embargo, esta
tecnologia también tiene desventajas inherentes a la técnica y a los costos e
infraestructura requerida. A pesar de ello es importante que los laboratorios de
referencia cuenten con un método de PCR que permita el control de calidad del
diagnéstico tradicional y hacer seguimiento de casos clinicos especiales (Lopez
et al., 2012). Hoy en dia, existe la posibilidad de que los cientificos pueden
recolectar y procesar las muestras de sangre en zonas rurales sin electricidad y
almacenar sin cadena de frio, y usarlas mas tarde para el analisis genético de
los parasitos (Nag et al., 2018). Lo atractivo de ello, es que la identificacion

genética global de estas mutaciones dibujaria un mapa de selectividad a los
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diferentes TCAs, optimizando el tratamiento en funcion de la region geogréfica.
Cabe mencionar que métodos como la PCR, la inmunofluorescencia indirecta
(IF1) y el inmunoensayo enzimatico (ELISA) se emplean sobre todo en estudios

epidemioldgicos (Amir et al., 2018).

Por otro lado, han surgido técnicas contemporaneas e innovadoras,
principalmente las pruebas inmunocromatograficas, comunmente llamadas
"pruebas de diagndstico rapido" (PDR), se basan en una técnica de
inmunoensayo de flujo lateral integrada en un casete para la deteccién de
biomarcadores especificos de parasitos de un solo paso, rentables, simples y
rapidos. Estos atributos han hecho que las PDR sean inmensamente populares
en el campo de la aplicacion del diagnostico de malaria en el punto de atencion
(POC) desde su introduccion. Africa es el mayor consumidor con mas del 80%
de las ventas totales de PDR solo en 2017 (223 millones de los 276 millones de
unidades) (Krampa et al., 2020). También han surgido otros métodos de
diagnostico molecular como qPCR y amplificacion isotérmica (loop-mediated
isothermal amplification LAMP) (Jain et al., 2018). La amplificacion isotérmica
mediada por bucle ha surgido como una alternativa simple, rapida, especifica y
rentable que permite un diagndstico rapido de la malaria en areas remotas
fuera de los laboratorios de referencia (Vasquez et al., 2018). Se estan
desarrollando otros dispositivos, incluidos sistemas microfluidicos como
LabChip gPCR, el cual es un dispositivo pequefio y portatil que integran
multiples funciones (Kim et al., 2021), aungque se necesita mas investigacion en
esta direccion (Zhang et al.,, 2015). Incluso el diagnéstico microscépico ha
pasado por un cambio de paradigma con el desarrollo de nuevas técnicas
como el método de la capa leucocitaria cuantitativa (the quantitative buffy coat
QBC) y la prueba rapida Partec y Paracheck-Pf (Amir et al., 2018).

Actualmente hay seis biomarcadores principales de Plasmodium que sirven
como dianas en las pruebas diagndsticas. Estos incluyen cinco proteinas
Gnicas del parésito (proteina 1l rica en histidina (HRP-2), lactato

deshidrogenasa (LDH), aldolasa, glutamato deshidrogenasa (GDH) e
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hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa y un marcador de pigmento
(hemozoina) (Ragavan et al., 2018). Los biomarcadores pueden definirse como
indicadores del estado biolégico de un organismo, generalmente a través de la
medicion de sustancias, procesos 0 estructuras especificas a partir de una
muestra extraida (Ragavan et al., 2018). Se pueden identificar en una prueba
diagnéstica a través de un elemento de reconocimiento (por ejemplo,
anticuerpos o aptameros), produciendo una sefial que se transduce en una
salida que luego puede interpretarse (Ragavan et al., 2018) (Krampa et al.,
2020). Ademas de las herramientas convencionales de diagndstico de la
malaria recientemente se han desarrollado nuevos sensores (Krampa et al.,
2020). El aumento de la preferencia por sondear la LDH en sangre parece una
mejora en el diagndéstico de la malaria, ya que su concentracion se correlaciona
con la densidad del parasito e implica parasitos metabdlicamente activos. Esto
contrasta con HRP-2 que esta ausente en ciertas cepas mutantes. Ademas, los
esfuerzos hacia una mayor complejidad del sistema podrian proponer sistemas
electroquimicos apropiados para biomarcadores enziméaticos como LDH, GDH
y aldolasa que podrian integrarse facilmente en biosensores basados en
enzimas. Por ejemplo, los sustratos que son especificos de estas enzimas
podrian incorporarse para una reaccion enzimatica directa detectable a través
de métodos electroquimicos. Estas innovaciones, junto con la capacidad de
multiplexacién, son necesarias para cumplir con un requisito importante de
deteccién y diferenciacion de especies en el diagndéstico clinico de la malaria
(Krampa et al., 2020).

Los inmunosensores, que utilizan anticuerpos para la deteccion de
biomarcadores, son el elemento central de la mayoria de las PDR (Krampa et
al., 2020). Las pruebas PDR basadas en anticuerpos han beneficiado en gran
medida el manejo de la malaria, pero siguen existiendo problemas con el costo
y la estabilidad en climas tropicales que estan intrinsecamente asociados con
el uso de anticuerpos proteicos (Chanthap et al., 2010) (Albertini et al., 2012).
Por otro lado, los sensores basados en aptameros son de creciente interés
debido a las buenas propiedades de los aptameros, como la alta especificidad
hacia la molécula objetivo, la estabilidad, la capacidad de funcionalizacion y la
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no necesidad de animales para su produccién (Kaur et al., 2018) (Jayasena,
1999)(Lakhin et al., 2013). Ya se han probado diferentes aptasensores contra
biomarcadores de Plasmodium, colocandolos como alternativas simples,
econOmicas y rapidas para el diagnéstico de la malaria (Jeon et al.,
2013)(Ospina-Villa et al., 2018) (Gitta & Kilian, 2020). Afadir a estas
plataformas nanomateriales como las nanoparticulas (NPs) de oro (Hemben &
Ashley, 2017), o disefiar inmunoensayos multiplex con la capacidad de detectar
multiples biomarcadores al mismo tiempo (Olesenlarsen, 2012), puede mejorar
la sensibilidad y el rendimiento general de los sensores resultando en un

diagnéstico mejor y mas preciso (Guasch-Girbau, 2021).

Aptasensor Biomarcador Metodologia de deteccion LD Referencia

pLDH (PVvLDH,
PILDH)

8,3-8,7 pM (PVLDH) y 10,3

pL1 12,5 pM (PfLDH)

Agregacion por surfactante / Colorimétrico Jeon W. et al. 2013

**108,5 fM (PvLDH),

**120,1 fM (PfLDH) y
pL1 pLDH Electrodo de oro / EIS . Lee S. et al. 2012
1 parasito/pL (pLDH en

muestras clinicas)

P38 pLDH GCE/ EIS 0,5fM Jain P. et al. 2016
p38 PfLDH Agregacion por surfactante / Colorimétrico 281 pM Jain P. et al.2016
NG3-Tiol PIGDH Electrodo de oro/ EIS *0,77 pM Singh ?o':(é’ etal.
NG3-Tiol PIGDH Electrodo de oro / FET ** 16,7 pM y * 48,6 pM Si”ghz';:;‘ etal.
36mer-FITC  pLDH MoS2-Nanolaminas / FRET ** 550 pM Ke”ry’zgeéde” A
2008s-biotin PfLDH Prototipo 3D / Colorimétrico ** 4,9 ng/mL Dirkz:;:.a%%qz{.M. et
20085-Tiol PfLDH APTEC - biosteélslc;rri:zrrﬂljuidico portatil / 0,84 pM y * 1,30 pM Fra;farzl&%, et

Tabla 1: Aptasensores desarrollados para deteccion de biomarcadores de
malaria. LD: Limite de deteccion; * LD: LD en muestras reales; ** LD: LD en
tampoén; EIS: Espectroscopia de impedancia electroquimica; FET: Transistor de
efecto de campo; FRET: Transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia; GCE: Electrodo de carbono vitreo.

Recientemente, Tanner et al., describieron un biosensor que usa anticuerpos y
aptameros basado en fluorescencia mejorada, que consiste en NPs de oro

inmovilizadas aleatoriamente en un sustrato de vidrio a través del
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autoensamblaje electrostético, para la deteccion especifica de proteinas en
sangre total. El reconocimiento de analitos se realiza a través de un esquema
sandwich con una capa de anticuerpos como biorreceptores de captura,
inmovilizada covalentemente en la superficie de NPs de oro, y una capa
biorreceptora superior de aptameros marcados fluorescentemente. Tal
configuracion sandwich garantiza no solo una especificidad extremadamente
alta, sino también una distancia ideal de nanoestructura de fluoréforo
(aproximadamente 10-15 nm) para lograr una fuerte amplificacion de
fluorescencia. Para una aplicacién especifica, probaron el rendimiento del
biosensor en un estudio de caso para la deteccion del marcador relacionado
con la malaria LDH de P.falciparum. El biosensor propuesto puede detectar
especificamente la enzima LDH del parasito en sangre total con picos de hasta
10 pM (0,3 ng/ml) sin ningun tratamiento previo de muestra. La especificidad
extremadamente alta, el LD competitivo, mejor que el logrado por ELISA, y la
fabricacion escalable son las principales fortalezas del dispositivo propuesto.
Ademas, se espera que el LD reportado que se encuentra en el rango
picomolar pueda reducirse al nivel femtomolar si se analiza una matriz
transparente (por ejemplo, suero humano) en lugar de sangre total (Minopoli et
al., 2021).

1.2.1.6. BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES

Los isoprenoides también conocidos como terpenos estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza, son esenciales para la supervivencia celular en
todos los organismos, representan aproximadamente un tercio de los productos
naturales caracterizados y comprenden >80,000 estructuras quimicas Unicas
(Christianson, 2017) (Chang et al., 2021). Su diversidad proporciona una fuente
versatil de potentes productos farmacéuticos con actividades que incluyen
antibidticos (fumigaclavina A), compuestos anticancerigenos (paclitaxel),
antivirales (acido betulinico) y antiparasitarios (artemisinina). Ademas de su
relevancia farmacéutica, los isoprenoides tienen utilidad como productos

industriales que incluyen fragancias (limoneno), saborizantes (guaiol),
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pigmentos (carotenoides), biocombustibles (bisabolano), biopolimeros (caucho)

y pesticidas (piretrina I) (Malico, 2021).

Las funciones biolégicas que realizan los isoprenoides son muy variadas e
incluyen su participacién en el metabolismo primario como reguladores de
crecimiento (hormonas), fotoprotectores (pigmentos), transportadores de
electrones, mediadores del ensamblaje de polisacaridos, componentes
estructurales de las membranas celulares (Mard et al.,, 2000) asi como del
metabolismo secundario como moléculas de comunicacién y defensa frente a
patbgenos, atrayentes de los polinizadores, o responsables de aromas y

sabores (Pichersky & Raguso, 2018).

Todos los isoprenoides estan formados por una o varias unidades basicas de
5C (unidades de isopreno), y segun el numero de unidades se clasifican en:
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), sesteterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) vy
politerpenos (superior a 40C). Todos los isoprenoides se forman a partir de dos
precursores comunes de cinco carbonos, el isopentenil difosfato (IPP) y su
isomero dimetilalil difosfato (DMAPP); (Zhao et al., 2013) (Masini & Hirsch,
2014).

Hasta la década de los 90 se asumia que ambos precursores IPP y DMAPP
eran sintetizados por todos los organismos vivos a través de una ruta
metabolica universal denominada via del MVA. Sin embargo, algunos
resultados experimentales obtenidos al estudiar la biosintesis de algunos
compuestos isoprenoides en bacterias y plantas no se podian explicar de forma
clara a partir de la existencia de esa via metabdlica. Destacan los estudios
realizados en bacterias acerca de la biosintesis de hopanoides (isoprenoides
de la pared celular de las bacterias) y ubiquinonas, en los cuales se encontro
que cuando se utilizaba como substrato acetato marcado radioactivamente éste

no se incorporaba a dichos compuestos (Rohmer, 1999) (Zhou & White, 1991).
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Estos resultados pusieron en duda que el acetato fuera el precursor de estos
compuestos y complementados con el uso experimental de inhibidores de la
via MVA, permitieron demostrar la existencia de una via alternativa para la
biosintesis de isoprenoides en bacterias (Sangari et al., 2010). Actualmente se
sabe que tanto el IPP como el DMAPP pueden ser sintetizados por dos vias
metabdlicas independientes segun los organismos: la via del MVA que es
utilizada por los animales, las plantas (en el citosol), los hongos y las
arqueobacterias; y la via del metileritritol fosfato (MEP), utilizada por la mayoria
de las eubacterias, las algas verdes, las plantas (en los plastos) (Mandel et al.,
2001) y algunos parasitos, entre ellos los del género Plasmodium (Rodriguez-
Concepcion, 2004) (Bracho et al., 2015) (Chakraborty, 2016) (Heuston et al.,
2012).

La mayoria de las bacterias gramnegativas sintetizan isoprenoides a través de
la via del MEP (Boucher & Doolittle, 2000). Sin embargo, a través de diferentes
filos bacterianos, hay ejemplos de especies que utilizan la via del MVA,
incluyendo Streptococcus, Lactobacillus, Myxococcusy Borrelia. También se
sabe que Listeria monocytogenes y algunas especies de Streptomyces poseen
ambas vias, pero en ambos organismos la via del MEP desempefia el papel
esencial en el metabolismo primario (Boucher & Doolittle, 2000), mientras que
la via del MVA es prescindible (Bron et al., 2008). Curiosamente,
Staphylococcus constituye un ejemplo Unico de un género bacteriano cuyas
especies utilizan diferentes vias para la biosintesis de isoprenoides. Los
estudios filogenéticos han sugerido que la via del MEP es la via ancestral en
las bacterias y la via del MVA se adquirié mas tarde a través de la transferencia
lateral de genes (Misic et al., 2016). Las especies de Staphylococcus que
poseen la via del MVA forman un grupo monofilético que incluye muchas
especies notables asociadas a humanos y primates, como S. hominis, S.
haemolyticus, S. simiae y S. aureus (Misic et al., 2016). Por lo tanto, una
hipotesis es que el uso de la via del MEP por Staphylococcus puede contribuir
a una restriccion del rango del huésped animal, pero esto aun no se ha
probado. Si bien S. aureus, S. epidermidis y S. lugdunensis poseen cada uno

todos los genes en la via del MVA, también han retenido algunas enzimas de la
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via del MEP, incluyendo la enzima CMS. En S. aureus la enzima CMS esta
involucrada en la via de biosintesis del acido poli(ribitol fosfato) teicoico, que
forma parte de la biogénesis de la pared celular. En concreto cataliza la
transferencia del grupo citidil de CTP a D-ribitol 5-fosfato (Pereira et al., 2008).
Por lo tanto, debido a su caracter esencial en el metabolismo primario se
conservaria evolutivamente. Otra hipétesis que podria explicar la ausencia de
enzimas de la via del MEP es que sus metabolitos tales como HMBPP pueden
estimular una fuerte respuesta a patdgenos en el huésped humano (Chen,
2013). En efecto, S. aureus adoptaria la via del MVA para evadir el sistema
inmune del ser humano. Por el contrario, S. pseudintermedius y S. schleiferi
asociados a caninos poseen todos los miembros de la via del MEP y carecen

completamente de genes de la via del MVA.
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Organismo MVA MEP

Animales + | -
Plantas superiores + (Citoplasma) | + (cloroplastos)

° Algas + | +

Hongos + -

Protozoos + +

* Eubacterias + +

Arqueobacterias + -

*  Se pueden sintetizar a partir de una de las vias (MVA o MEP).

*  Pueden sintetizarse a partir de una de las vias o ambas (MVA y/o MEP).

Tabla 2: Distribucion de las vias para la biosintesis de IPP y DMAPP en los

distintos organismos.

La via del MEP es esencial para la produccién de isoprenoides en muchas
especies bacterianas, incluidos patégenos humanos como Bacillus anthracis,
Escherichia. coli, Francisella tularensis, Helicobacter pylori, Mycobacterium.
tuberculosis, Mycobacgterium leprae, y Vibrio cholera (Murkin et al., 2014)
(Qidwai et al., 2014) Bacterias en las que algunos isoprenoides intervienen en
el transporte de electrones, mientras que otros actian como portadores de
carbohidratos en la biosintesis del peptidoglucano (Heuston et al., 2012). En P.
falciparum, sin embargo, los isoprenoides participan en los procesos de
isopentenilacion de ARNt, la prenilacion de proteinas, asi como para la sintesis
de vitamina E, de carotenoides, de ubiquinona y dolicoles (Guggisberg et al.,

2014), lo que los hace esenciales para la supervivencia del parasito.
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1.2.1.6.1. La via del metileritritol fosfato (MEP)

La via del MEP consta de siete reacciones en las que participan veinte
metabolitos y siete enzimas (Singh & Ghosh, 2013b) (Figura 7). Los
experimentos iniciales sugirieron que en la primera reaccion de la via tenia
lugar la condensacion de una molécula de piruvato y una molécula de
gliceraldehido 3-fosfato (G3P) para formar un compuesto de 5 atomos de
carbono, la 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) y liberar una molécula de CO:2
catalizada una enzima del tipo trancetolasa. La identificacion del gen que
codifica para dicha enzima, a la que se denomin6é DXP sintasa (DXS), se llevo
a cabo de forma independiente por tres grupos de investigacion (Campos et al.,
2001) (Jurgen Bongs et al., 1997).

La identificacién de las enzimas y de los genes correspondientes para cada
una de las etapas de la via MEP, asi como los mecanismos de reaccion para
cada una de ellas, se obtuvo a través del uso de estrategias multidisciplinarias
incluyendo genética, biologia molecular, gendémica comparativa Yy
bioinformética. La funcionalidad de varios de estos genes pudo ser demostrada
a través del rescate de mutantes de bacterias (Sangari et al., 2010). En el caso
de la via del MEP, se ha demostrado que la enzima HDR es capaz de sintetizar
una mezcla de IPP y DMAPP, en una relacion 1:5 (Rohdich et al, 2001), lo que
constituye una diferencia con la via MVA, en la que existe una enzima para la
formacion de DMAPP a partir de IPP (Hecht et al., 2001).
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. . Gen Gen
Actividad Enzima . .
bacterias E. coli
1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato DXP sintasa DXS dxs dxs
sintasa
1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato DXP reductoisomerasa DXR/ IspC ispC dxr
reductoisomerasa
4-(citidina 5'-difosfo)-2-C-metil-p- CDPME sintasa CMS /IspD ispD ygbP
eritritol sintasa
4-(citidina 5'-difosfo)-2-C-metil-p- CDPME quinasa CMK /IspE ispE yghB
eritritol quinasa
2-C-metil-p-eritritol 2,4- MECPP sintasa MCS /IspF ispF yghB
ciclodifosfato sintasa
1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4- HMBPP sintasa HDS /IspG ispG gepE
difosfato sintasa
1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4- HMBPP reductasa HDR /IspH ispH lytB
difosfato reductasa

Tabla 3: Enzimas de la via del MEP. Se puede observar la nomenclatura
utilizada para referirse a las enzimas de la via del MEP, su actividad, sus

respectivos genes en bacterias y el nombre especifico de los genes de E. coli.

Como se mencion¢ la via del MEP comienza con la reaccion de condensacion
entre una molécula de D-gliceraldehido 3-fosfato (G3P; 11) y piruvato (10),
formando como producto, DXP (12) con la liberacién de CO2. La reaccién es
irreversible, la enzima utiliza pirofosfato de tiamina (TPP) y su cinética se ajusta
a un mecanismo secuencial ordenado en el que el piruvato actia como sustrato
conductor (Eubanks & Poulter, 2003). En la segunda etapa la DXP es
transformada en MEP (13), mediante un proceso de reordenamiento
intramolecular y reduccion catalizado por la enzima DXP reductoisomerasa
(DXR/IspC) (Bowman et al., 2014). El MEP da nombre a la via ya que es el
primer intermediario especifico para la biosintesis de IPP y DMAPP, puesto que
en bacterias la DXP también actia como precursor en la biosintesis de las
vitaminas B1 (tiamina) y B6 (piridoxal) (Sprenger et al., 1997). En el siguiente
paso, el MEP reacciona con CTP produciendo CDP-metileritritol (CDP-ME; 14)
por accion de la enzima CDP-ME sintasa (CMS/IspD). A continuacién, tiene

lugar la fosforilacion del grupo hidroxilo del C2 del CDP-ME catalizada por la
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enzima CDP-ME quinasa (CMK/IspE), que utiliza ATP como sustrato y forma 4-
difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol  2-fosfato (CDP-MEP; 15). En la etapa
siguiente, la enzima metileritritol ciclodisfosfato sintasa cataliza la
transformacién del CDP-MEP en CMP y 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato
(MECPP; 16). Seguidamente, la IspG cataliza la apertura del anillo del
ciclodifosfato y la deshidratacion reductora del Cs de MEcPP, formando 1-
hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (HMBPP; 17). Por ultimo, el HMBPP se
reduce a IPP (1) y DMAPP (2), en un proceso catalizado por la enzima IspH.
Se encontrd que la proporcién de IPP a DMAPP producida por la enzima era de
6.3: 1 (Singh & Ghosh, 2013b).

(0}
Me)L Co; co, OH NADPH NADP* HO Me CTP PP, HO Me
PIRUVATO (10 > >
uaro 10 Va OWOP. \ (Q(\Opi \ / A/\ocop
JH/\ DXS Me OH ispc(oxr) OH OH 1spD (vgbp) ©OH OH
H OP, DXP (12) MEP (13)
CDP-ME (14)
G3P (11) ATP IspE
(YchB)
- ADP
)\/\ % O_
OPP, 2H* + 2e- H* + 2e- /P\o\ ,0 PO” Me
IPPP (1) Z (‘\/\ ¢ Z 2\(\0/ ~O- (‘S/\OCDP
),\Ai/\ IspH OH HMBPP IspG OH OH |Sp@H OH
LytB
Me” N opp (LyB) (17) (GepE) MECPP (16) CDP-MEP (15)

DMAPP (2)

Figura 7: Esquema de la via del metileritritol fosfato (MEP) para la
biosintesis de IPP y DMAPP. En esta imagen se presentan las estructuras
quimicas tanto de los sustratos como de los productos de cada enzima. Figura
extraida y modificada a partir de (Zhao et al, 2013).

Las enzimas de la via del MEP pueden consumir o generar un producto
especifico, su funcidon no puede ser compensada por ninguna otra enzima y

tienen secuencias altamente conservadas (Kuntz et al., 2005) (Goodman &
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McFadden, 2013) (Gardner et al., 2002). Lo expuesto, junto al hecho de que en
los seres humanos la sintesis de IPP y DMAPP tiene lugar mediante la via del
mevalonato (por lo que no hay homélogos de las enzimas de la via del MEP)
aunado al hecho de que muchos microorganismos que infectan a mamiferos
hacen uso exclusivo de la via MEP para producir isoprenoides, convierte a
estas enzimas en dianas potenciales para identificar nuevos farmacos
antimicrobianos (Obiol-Pardo et al., 2011) (Saggu et al., 2016).

Se sabe que no todas las enzimas de una via metabdlica tienen el mismo nivel
de control sobre la via (Reinhart Heinric, 1974). Para poder determinar los
principales puntos de regulacion de la via del MEP, Vivek Kumar Singh e Indira
Ghosh (V. K. Singh & Ghosh, 2013a), construyeron un modelo cinético de la via
MEP de P. falciparum, que fue sometido a un analisis de control metabdlico (un
marco matematico que relaciona el comportamiento local, es decir, el
comportamiento de una sola reaccion considerada aisladamente, con el
comportamiento global de la via en la que participa) y al analisis de inhibicion in
silico de sus enzimas (Tabla 4). En dicho, trabajo mencionan principalmente
dos estrategias 0 mecanismos metabdlicos que conducen a la muerte del
patégeno: (1) reducir el flujo a través de la via mediante la inhibicién de
aguellas enzimas gue tienen un alto coeficiente de control de flujo (la inhibicion
de las enzimas DXS o DXR caus6 una gran disminucion en el flujo a través de
la via haciendo que la sintesis de los productos finales IPP y DMAPP fuese
casi nula), y (2) La segunda estrategia consiste en inhibir las enzimas que
tienen los coeficientes de control de flujo mas bajos (la inhibiciébn de las
enzimas MECPP sintasa (MCS /IspF) o HMBPP sintasa (HDS /IspG) condujo a
una gran acumulaciébn de sus respectivos sustratos y de algunos de los
intermediarios que se encuentran en reacciones anteriores en la via),
provocando asi una acumulacién de metabolitos que provoco toxicidad celular.
La inhibicion de las enzimas CMS, CMK o IspH también dio lugar a un aumento
de la concentracion de metabolitos, principalmente de sus sustratos, pero no
causaron inestabilidad al sistema. La posible advertencia en todo este
esquema es que los dos grupos de enzimas no deben ser tratados

simultAneamente porque en ese caso existe la posibilidad de compensar el
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efecto de la inhibicion del otro y provocar la neutralizacion general del efecto de

los medicamentos.

Enzima % decremento en flujo debido a la inhibicién
inhibida (I/K,= 100) Apoyo a los datos experimentales
. Competitivo No No
competitivo competitivo
DXS 96.11 96.04 97.99 La cetoclomazona inhibe la DXS
de Chlamydomonas (a)
DXR 86.20 24.99 86.30 La fosmidomicina es un inhibidor
bien conocido de la DXR (b)

(@) ((Mueller et al., 2000) y (b) (Umeda et al., 2011)

Tabla 4: Resultados de la inhibicion in silico de las enzimas que
condujeron a la disminucién en el flujo a través de la via MEP. K, =
Constante de inhibicién del inhibidor e | = es la concentracion de inhibidor que
causo una disminucion del 50% en la velocidad de la reaccion en comparacion

con la velocidad no inhibida.

Otro aspecto importante derivado del estudio de la via MEP con fines de salud
publica que ha tomado auge en los ultimos afios, es la identificacion del
HMBPP (1-hidroxi-2-metil-2-(E)- butenil 4-difosfato), producto de la enzima
HMBPP sintasa (HDS/IspG), que cataliza la sexta etapa de la via. Este
compuesto se ha encontrado que es el activador mas potente conocido de las
células T V-8-9/V8-2, que desempefian un papel fundamental en la respuesta
inmune frente a microorganismos patégenos. Este descubrimiento, convierte al
HMBPP en un buen candidato para el desarrollo de vacunas contra diferentes
patdgenos importantes entre los que se incluyen C. botullinum, M. tuberculosis,

S. typhimurium, V. cholerae y P. falciparum (Heuston et al., 2012)
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1.2.1.6.1.1. DXP reductoisomerasa (DXR)

La identificacion del gen dxr de E.coli y la expresion exitosa de la 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa recombinante (DXR, IspC, EC 1.1.1.86) se
publicaron por primera vez en 1998 (Eto, 1998). Reuter y col. publicaron la
primera estructura de la DXR (Reuter et al., 2002), y actualmente se dispone de
mas de 30 estructuras cristalinas de la DXR de distintos organismos, incluidas
las de M. tuberculosis (Por ejemplo: codigo PDB 3ZHX) y P. falciparum (por
ejemplo: cdédigos PDB 4KP762 y 3AU963). La enzima DXR de P. falciparum
esta codificada por el gen ispC y se encuentra localizada en el apicoplasto.
Esta enzima es un homodimero (Umeda et al., 2010) (Umeda et al., 2011) y su
estructura cristalina ha sido reportada en complejo con un analogo de la
fosmidomicina beta-sustituido y manganeso usando difraccion de rayos X
(Chofor et al., 2015).

La estructura general de la DXR consiste en un homodimero, cada monémero
se divide en tres dominios. EI dominio N-terminal que presenta un sitio de unién
a NADPH, mientras que el dominio central alberga la mayoria de los residuos
gue recubren el sitio activo, asi como una region de bucle flexible que parece
funcionar como una tapa sobre el sitio activo. Debido a esta flexibilidad
intrinseca, se ha propuesto que la unién de cation, sustrato/inhibidor podria
inducir un cambio conformacional (Yajima, 2002). Se cree que el dominio C-
terminal tiene principalmente un papel estructural (Steinbacher et al., 2003). La
DXR en su forma activa contiene una molécula de NADPH como donante de
hidruro y un ion de metal divalente (Mg?*, Mn?* o Co?*) como cofactor en cada

subunidad para su actividad catalitica.

La enzima presenta un pH oOptimo en el rango 7-8 (Jérbme de Ruyck et al,
2011). La DXR es una diana terapéutica particularmente atractiva porque
cataliza el primer paso especifico de la via MEP: la isomerizacion y la reduccion
dependiente de NADPH de la DXP a MEP (Umeda et al., 2011). Lo que
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significa que cataliza esta reaccibn en una sola etapa que implica un
reordenamiento intramolecular seguido de una reduccion del intermedio de
aldehido resultante (Murkin et al., 2014). Los estudios realizados con la DXR de
E.coli indicaron que su cinética se ajusta a un mecanismo secuencial ordenado,
en el que el NADPH actda de sustrato conductor. La enzima también es capaz
de catalizar la reaccion inversa, aunque a una velocidad menor (Singh &
Ghosh, 2013b). Se han propuesto dos mecanismos para la reaccion catalizada
por la DXR. En el mecanismo de transposicion de a-cetol, la reaccion comienza
con la desprotonacion del grupo hidroxilo C-3 seguida de una migracion 1,2
para formar metileritrosa fosfato, que luego se reduce a MEP por acciéon del
NADPH. En el mecanismo de reordenamiento retroaldol / aldol, la DXR primero
escinde el enlace C3-C4 de la DXP de una manera retroaldol para generar un
intermedio bimolecular de fosfato de tres carbonos y dos carbonos. Estas dos
especies luego se reanen mediante una reaccién aldélica para formar un nuevo
enlace C-C, produciendo un intermedio aldehido. La posterior reduccion por
NADPH proporciona MEP (Munos et al., 2009).

Estudios con DXR knockout en E. coli (Querol J et al 2002), Arabidopsis
thaliana (Rodriguez-Concepcion, 2004) y Bacillus subtilis (Rohmer, 1999),
resultaron téxicos para las especies respectivas, lo que ilustra aun mas la
dependencia de estos organismos a la DXR y por consiguiente lo esencial de la
via del MEP.

1.2.1.6.1.1.1. La Fosmidomicina

La fosmidomicina (FR-31564; &cido 3-(N-formil-N-hidroxi-amino) propil
fosfonico) es un acido aminopropilfosfonico desarrollado en la década de 1970
como un agente antibacteriano. La fosmidomicina y su derivado, FR-900098,
son productos naturales aislados a partir de Streptomyces lavendulae y
Streptomyces rubellomurinus, respectivamente (Cobb et al., 2015). Se ha
demostrado que la actividad de la enzima DXR es inhibida especificamente por
la fosmidomicina de una manera dependiente de la dosis (Armstrong et al.,

2015) (Lell et al., 2003). Se establecio que este compuesto antibacteriano actia
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como un inhibidor mixto (competitivo y no competitivo) de la DXR de E. coli y
con un valor ICso de ~8,2 nM (Jérdbme de Ruyck et al, 2011), caracterizado con
una fase inicial de inhibicion que es competitiva de union lenta con el sustrato
(DXP) y una segunda fase de inhibicion que no es competitiva (Umeda et al.,
2011) (Murkin et al., 2014). Ambos compuestos muestran una potente actividad
antipaltdica in vitro, pero FR900098, que difiere de la fosmidomicina por la
presencia de un grupo metilo adicional, inhibe el crecimiento de los cultivos de
P. falciparum con aproximadamente el doble de eficacia que la fosmidomicina.
El analisis de las estructuras de la DXR unida a FR900098 revel6 que su grupo
metilo adicional forma un contacto de van der Waals con la cadena lateral de
un residuo de triptéfano, lo que podria explicar por qué el FR-900098 es mas
activo que la fosmidomicina (Umeda et al., 2011) (Lell et al., 2003) (Cobb et al.,
2015).

La fosmidomicina inhibe la DXR recombinante de P. falciparum con un valor de
ICs0 de ~28 nM y muestra actividad sobre el paréasito intacto, en cultivos in vitro
de P. falciparum (ICso entre 290 y 370 nM dependiendo de la cepa del parasito)
y ensayos in vivo con ratones infectados con la especie de malaria de roedores
P. Vinckei (Jomaa et al., 1999).

A pesar de su caracter polar, la fosmidomicina se transporta activamente
dentro de la célula en P. falciparum; el mecanismo de transporte, sin embargo,
queda por dilucidar (Baumeister et al., 2011) (Desai, 2015). Ademas, la
fosmidomicina es un potente inhibidor de DXR de M. tuberculosis in vitro, pero
no tiene ninguna actividad inhibidora en micobacterias, presumiblemente
debido a su incapacidad para atravesar la pared celular micobacteriana. Se
demostré que M. tuberculosis carece del transportador de glicerol 3-fosfato
GIpT, que es responsable del mecanismo de transporte de compuestos polares
en otras bacterias como E. coli y P. aeruginosa (Deng et al., 2011). De hecho,
una mutacion glpT es uno de los pocos caminos reportados hacia la resistencia
contra fosmidomicina (Dhiman et al., 2005) (Zhou et al., 2017).
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Toxoplasma gondiies un parasito que, como P. falciparum, alberga un
apicoplasto que es esencial para la supervivencia del parasito. Sin embargo, la
fosmidomicina no muestra efecto en cultivos in vitro de T. gondii. Se demostro
que la membrana plasmética del parasito es una barrera critica para la
absorciéon de farmacos. En un fuerte apoyo de esta hipotesis, se disefiaron de
novo parasitos T. gondii sensibles a los medicamentos mediante la expresion
heter6loga de una proteina transportadora bacteriana GIpT, y como resultado,
los ratones infectados con estos parasitos transgénicos ahora pueden curarse
con fosmidomicina. El intercambio de metabolitos entre el huésped y el parasito
es un determinante crucial de la susceptibilidad a los medicamentos y un

predictor de resistencia futura (Nair et al., 2011).

La fosmidomicina parece ser altamente efectiva contra los protozoos
apicomplexos que se desarrollan dentro de los glébulos rojos como
Plasmodium y Babesia. Babesia causa una enfermedad similar a la malaria en
el ganado y una variedad de otros mamiferos (Jomaa et al.,, 1999). En
contraste, aquellos apicomplexos que son resistentes a la fosmidomicina
parasitan las células nucleadas; Theileria infecta linfocitos, Eimeria infecta las
células epiteliales y T. gondii se desarrolla en macréfagos y muchos otros tipos
de células nucleadas. Esto sugiere que la importancia de una via anabdlica
particular depende de la célula huésped especifica infectada por el parasito y
que, por lo tanto, la mera presencia de las enzimas no prueba su esencialidad.
Mediante el uso de un mutante condicional en el translocador de fosfato de
apicoplasto (APT) de T. Gondii, demostraron que el bloqueo de la actividad
metabdlica del apicoplasto mediante la supresion de la importacion de carbono
a través de APT resulta en la rapida desaparicion del parasito (Lim &
McFadden, 2010) (Brooks et al., 2010); y experimentos posteriores mostraron
que los parasitos Plasmodium también son sensibles a la fosmidomicina
cuando se desarrollan en células hepéaticas nucleadas, al igual que en los
glébulos rojos (Nair et al., 2011). Por lo tanto, se evidencia la importancia del
apicoplasto y que la célula huésped no es el determinante critico de la

sensibilidad a la fosfomicomicina del parasito.
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Por otra parte, la fosmidomicina tiene efecto inmediato, pero muestra altas
tasas de resistencia cuando se usa como monoterapia (Lell et al., 2003). El uso
de la fosmidomicina como monoterapia para la malaria adolece de varios
inconvenientes que incluyen baja biodisponibilidad, semivida corta e
infecciones recurrentes (Lell et al., 2003), por lo que se requieren altas dosis
del compuesto para lograr los resultados deseados. Esto parece deberse en
parte a la naturaleza altamente polar de esta molécula. Por lo tanto, se intento,
probar con derivados con caracter mas lipofilicos, que desafortunadamente no
exhiben actividad antibacteriana (Jérdbme de Ruyck et al, 2011). Los esfuerzos
mas recientes en términos de desarrollo de inhibidores para DXR se centran
tanto en mejorar la biodisponibilidad de fosmidomicina y FR-900098 como en
potenciar su caracter lipofilico para obtener actividad antimicobacteriana de
células completas. Considerando que se cree que la ionizacién de sus grupos
fosfonato contribuye a su baja biodisponibilidad, el uso de sus ésteres lipofilicos

podria ayudar a superar este problema (Nishida, 1982) (Mckenney et al., 2012).

En particular, varios estudios han demostrado que la introduccion de residuos
de fenilo con diferentes patrones de sustitucion en la posicién a de los algunos
de los derivados puede aumentar significativamente su potencia inhibidora ante
la DXR de P. falciparum en comparacion con el compuesto original FR-900098
que presentaba una ICso de 15 nM (Cobb et al., 2015). Ademas, algunos
derivados similares produjeron una inhibicién de DXR de P. falciparum con un
rango nanomolar, asi como una potente actividad inhibidora contra la cepa
MDR K1 de P. falciparum, aproximadamente 10 veces mayor que la de
fosmidomicina y sin citotoxicidad en células MRC-5 humanas (Bricher et al.,
2015) (Masini & Hirsch, 2014).

Inspirado por los resultados mencionados anteriormente con inhibidores de
DXR, el grupo de Song sintetiz6 y probé varios derivados de fosmidomicina y
FR-900098, que llevan piridinas en la posicion a del grupo fosfonato, que
mostraron una actividad inhibitoria hasta 11 veces mayor contra DXR de P.
falciparum con respecto a la fosmidomicina (Diao & Cai, 2013) (Deng, 2013).

Como era de esperar, algunos derivados de piridina mostraron una actividad
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antipalidica considerablemente mejorada con respecto a la fosmidomicina
contra la cepa 3D7 (sensible a la cloroquina) y la cepa Dd2 (resistente a la
cloroquina, pirimetamina y mefloquina) de P. falciparum y se encontré no ser
citotoxico. Los experimentos de cocristalizacion revelaron que el modo de union

era similar al de fosmidomicina.

Kurz y colaboradores han informado de profarmacos de ésteres lipofilicos mas
funcionalizados que muestran valores de ICso significativamente mejores que
fosmidomicina en los ensayos de crecimiento de P. falciparum, incluida una

cepa de P. falciparum resistente a farmacos (Brucher et al., 2012).

Adicionalmente, se identific6 una nueva clase de piridina/quinolona que
contiene fosfonatos que inhibe la DXR con ICso tan bajo como 0,84 uyM (Jérdme
de Ruyck et al., 2011).

Actualmente, la fosmidomicina se encuentra bajo investigacion junto con la
piperaquina, una bisquinolina desarrollada en la década de 1960, que ya forma
parte de un TCA lider en combinacién con DHA. Un pequefio ensayo de Fase 2
en pacientes ghaneses de todas las edades mostr6 una alta eficacia de
fosmidomicina-piperaquina (Mombo-Ngoma et al., 2018). Es un farmaco menos
potente que el DHA con una semivida de eliminacion de alrededor de 2 horas
(Nishida, 1982). Desafortunadamente, se ha informado de resistencia a la

piperaquina desde Camboya, Tailandia y Vietham (Pluijm et al., 2019).

Una caracteristica de las combinaciones en la Fase 2 es que todas contienen
un socio que puede haber comprometido la eficacia en areas de resistencia a
multiples farmacos (Jain et al., 2018). Este es un posible revés para los nuevos
tratamientos y puede estimular nuevas combinaciones de las clases de
farmacos mas potentes con los socios no en uso generalizado como
pironaridina y azul de metileno (Vanga et al., 2018). Mientras, los ensayos

clinicos de la combinacion fosmidomicina-clindamicina se han interrumpido
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debido a la falta de eficacia en niflos mozambiquefios menores de 3 afos
(Lanaspa et al., 2012).

1.2.1.6.1.2. La enzima CDP-metileritritol sintasa (CMS/IspD)

La enzima CDP-metileritritol sintasa (CMS) es la tercera enzima de la via del
MEP vy es el producto del gen ygbP (también llamado ispD) de E. coli. La CMS
cataliza la formacion de 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol 2-fosfato (CDP-
metileritritol) y PPi a partir de MEP vy citidina trifosfato (CTP) (Rohdich et al.,
1999).

La actividad de la enzima depende de cationes divalentes, Mg?* o Mn?*, lo cual
se ha demostrado mediante estudios cinéticos con la CMS de E. coli (Richard
et al., 2004) (Richard et al., 2001). EI CTP actia como segundo sustrato, de
forma que se produce una transferencia de CMP al MEP y se libera pirofosfato
inorganico (PPi). EI CTP y el Mg*? se encargan de neutralizar las cargas de los
grupos fosfato del CTP. Una vez unido, se forman puentes de hidrogeno y se
produce la reaccion, dando lugar a los productos CDP-ME y PPi (Richard et
al., 2004).

Los estudios realizados por Richard et al. en 2004, muestran dos residuos de
lisina (Lys27 y Lys213 en la CMS de E. coli) necesarios para estabilizar el
estado de transicion pentavalente. Ademas, se ha observado que los residuos
de lisina anteriores, situados en el centro activo de la enzima CMS de E. coli,
también se encuentran conservados en la enzima de P. falciparum (Gabrielsen
et al., 2004).

Se han informado varias estructuras cristalinas de CMS bacterianas,
(Gabrielsen et al., 2006) incluidas algunas de micobacterias. Esto es
particularmente interesante dado que se demostré que el gen que codifica para
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la CMS es esencial para el crecimiento de M. tuberculosis (Bernal et al., 2005).
Actualmente, se cuenta con el depdsito de las estructuras del apoenzima de la
CMS de M. tuberculosis (cédigo PDB 30KR) y de la enzima formando un
complejo con CTP y Mg?* (c6digo PDB 2XWN) (Bjorkelid et al., 2011) asi como
con CDP-ME (cédigo PDB 3Q80).

La estructura de la CMS consiste en un homodimero, cuya formacion es
promovida por un brazo B largo, que se extiende desde el dominio globular
principal que tiene un pliegue a / B. El sitio activo esta altamente conservado
entre varias especies, y estd formado principalmente por residuos de
aminoacidos que pertenecen al dominio principal, aunque también estan
implicados algunos residuos del brazo B (Imlay et al., 2016). Como resultado, el
sitio activo esta ubicado en la interfaz del dimero, lo que lo hace bastante
expuesto al solvente (Bernal et al, 2005) (Masini & Hirsch, 2014). Ademas, se
observo cierto grado de flexibilidad en el sitio de union a citosina de la CMS
cuando se comparo la estructura de la CMS de M. tuberculosis que lleva unida
CTP com la del apoenzima. Los sustratos y productos se mantienen unidos
gracias a un loop de glicina e interacciones con puentes de hidrégeno entre
ligandos y cadenas laterales (Masini & Hirsch, 2014).

La CMS de P. falciparum muestra diferencias notables en la secuencia de
aminoacidos con respecto a las CMS bacterianas, siendo mas de 3 veces
mayor que las de los correspondientes homaélogos bacterianos (Bjorkelid et al.,
2011). Una region de la secuencia de aminoacidos de la CMS de, P. falciparum
cercana al extremo C- terminal y similar en longitud a la de otros ortélogos de
CMS, muestra 19% y 16% de identidad de secuencia con la CMS de E. coli y
CMS de M. smegmatis y M. tuberculosis, respectivamente. Sin embargo, de los
22 residuos de aminoacidos que se conservan estrictamente en la enzima de la
mayoria de las especies bacterianas, (Kemp et al., 2003) s6lo 17 se conservan
en la CMS de P. falciparum. El brazo B de la CMS de P. falciparum se extiende

en nueve aminoacidos, pero se conservan en su mayoria otros motivos de la
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secuencia que definen las caracteristicas conformacionales de la proteina
(Imlay et al., 2016).

La presencia de una region particularmente polar situada en el medio de la
secuencia podria sugerir que la CMS de P. falciparum esta formada por dos
dominios conectados por este enlazador polar. CMS posee el sitio activo

menos lipofilico entre las enzimas de la via MEP (Imlay et al., 2016).

Ademas, la CMS ha recibido una atencion renovada, si bien su sitio activo es
particularmente polar y tradicionalmente dificil de atacar con analogos de
sustrato, la identificacion de un sitio alostérico potencial en la CMS ha
proporcionado una forma factible para el descubrimiento de potentes
inhibidores alostéricos, por ejemplo, Witschel et al. reportaron pequefias
moléculas con actividad inhibidora en el rango nanomolar contra la CMS de A.
thaliana (ICso = 140 nM e ICso = 35 nM) y actividad herbicida muy potente
(Witschel et al., 2011).

Recientemente, mediante el cribado de una biblioteca de 100 000 compuestos
utilizando un ensayo monitorizado fotométricamente, Kunfermann et al.
descubrié alcaloides marinos halogenados del tipo pseudilina que tienen una
potente actividad inhibidora contra la CMS de A. thaliana (Kunfermann et al.,
2014). Curiosamente, la presencia de un catién metalico divalente, en particular
Cd?*, dio como resultado un aumento de 7 veces en la actividad. Otros cationes
de metales divalentes como Cu?* y Zn?* también mejoran la potencia inhibitoria.
El papel fundamental de un cation divalente para la actividad inhibidora se
confirmd al resolver la estructura del cocristal (codigo PDB 4NAK) (Kunfermann
et al., 2014).

Los derivados de pseudilina halogenados también se probaron contra la
enzima CMS de P. vivax y se encontrdé que eran ligeramente menos potentes.

Los autores consideran la posibilidad de que la bolsa alostérica observada para
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la CMS de A. thaliana no esté presente o0 es menos flexible en otros ortélogos
de CMS (Kunfermann et al., 2014). Esto podria justificar la menor potencia
inhibidora contra la enzima de P. vivax, considerando también las diferencias
de secuencia antes mencionadas entre la CMS de P. falciparum y sus
ortélogos bacterianos.

La CMS es el Unico objetivo intercelular del compuesto antipalidico conocido
como MMV008138 [(2,4-dichloro-phenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-
blindol-2-ium-3-carboxylate)] (Imlay et al., 2016). Sin embargo, no se observo
ningun efecto sobre el crecimiento cuando fue probado contra T. gondii. Esta
falta de actividad puede deberse a la falta de transporte de MMV008138, que
es similar a las observaciones anteriores utilizando fosmidomicina. Mientras
que T. gondii se basa en la via MEP para la biosintesis de precursores
isoprenoides, el parasito es insensible a altas concentraciones de
fosmidomicina debido a la falta de absorcion del farmaco a nivel de la
membrana plasmatica del parasito (Bowman et al., 2014). MMV008138 inhibe
la CMS de P. falciparum competitivamente respecto a su sustrato CTP. No se
observé la inhibicién de ortélogos CMS bacterianos, pero se inhibe la CMS de
P. vivax (Imlay et al., 2016), lo que sugiere que nuevas modificaciones en esta
molécula pueden ampliar su alcance terapéutico contra multiples especies de

malaria (Ghavami et al, 2018).

Por otro lado, el compuesto de amonio cuaternario bromuro de domifeno (DMB)
también se ha demostrado en ensayos de actividad enzimatica in vitro inhibir la
CMS de M. smegmatis y de P. vivax (Gao et al., 2012). Ademas de su actividad
contra la CMS, se encontré que DMB inhibe el crecimiento de M. smegmatis
también al afectar las vias independientes de CMS y, ademas, muestra valores
de MIC comparables con respecto a la isoniazida y la rifampicina frente a las
cepas de tuberculosis MDR (multidrug-resistant) y XDR (extensively-drug-
resistant) (Gao et al., 2012). En otro estudio, cepas representativas de
patdogenos comunes fueron seleccionadas (Cinetobacter baumannii (ATCC
19606), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), E. coli (8099) y Candida albicans
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(ATCC 10231)) y tratadas con 60 pg/mL de AgNPs y 60 yg/mL de DMB, y se
verifico la actividad antimicrobiana individual y sinérgica de AQNPs o DMB, los
efectos antimicrobianos sinérgicos, que pueden estar asociados con la

reduccion de la biomasa de biopeliculas patégenas (Hu et al., 2021).

Los liposomas en particular son una plataforma ideal para desarrollar sistemas
de administracion de fAdrmacos para terapias combinadas a nanoescala, debido
a su capacidad para incorporar en una sola nanoestructura moléculas con
caracteristicas ampliamente divergentes (y mecanismos antimicrobianos), a
saber, farmacos hidréfilos en su ndcleo acuoso y compuestos lipofilicos en su
bicapa lipidica. Las dimensiones moleculares de la DMB sugieren que se
puede insertar en las membranas biolégicas para constituir una carga de
farmaco liposoluble en un LP disefiado para la administracion dirigida de
terapias combinadas antipaltdicas. Por ello,b DMB formd parte de un
nanovector en combinacion de otros farmacos, el cual podria ser una
herramienta esencial para un futuro escenario de erradicacion en el que los
altimos casos de cepas de Plasmodium resistentes tendran que eliminarse con
dosis locales extremadamente altas de combinaciones de futuros nuevos

medicamentos (Biosca et al., 2019).

1.2.1.6.1.3. Escherichia coli, un modelo para el estudio de la via del MEP

La via del MEP que es utilizada por todas las bacterias gramnegativas (por
ejemplo, E. coli), la mayoria de las bacterias grampositivas (por ejemplo, M.
tuberculosis) y algunos protozoos apicomplexanos (por ejemplo, P.falciparum),
proporciona enzimas utiles para el desarrollo de nuevos antimicrobianos debido
a su ausencia en los seres humanos, ya que es menos probable que las
terapias contra estas enzimas causen efectos secundarios graves en los

pacientes.
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En E. coli, la via MEP ha sido ampliamente estudiada, sobre todo debido a su
valor industrial para la produccion bacteriana de isoprenoides. Ademas, es un
organismo modelo para la compresion de la via y explorar otros agentes
patébgenos la via conservan, principalmente, porgue sus enzimas estan
altamente conservadas entre las especies. Particularmente, E. coli y P.
falciparum son dos modelos evolutivamente diversos, sin embargo, las
implicaciones evolutivas en el desarrollo de resistencia de P. falciparum son
similares a las de E. coli (Pines et al, 2019). Lo cual se aplica en
investigaciones con la CMS de E. coli (Baatarkhuu et al., 2018) y la CMS de P.
falciparum (Imlay et al., 2016) (Price et al., 2016). Otro ejemplo, es el alto grado
de similitud de la DXR de E. coli con la enzima DXR de P. falciparum y la DXR
de M. tuberculosis (Umeda et al., 2011).

Por lo expuesto y por la amplia informacién disponible sobre la inhibicion de

sus enzimas se considera a E. coli un modelo valido para estudiar:

(1) Los mecanismos de accion de las enzimas; por ejemplo, las enzimas DXS y
DXR, tanto de E. coli y P. falciparum mantienen un dnico mecanismo de
actividad enzimatica, y que se puede inferir a otros patégenos tales como M.
tuberculosis (Wang & Dowd, 2020) (Jérdme de Ruyck et al., 2011) (Deng et al.,
2011); (2) la identificacion de mutaciones que confieren resistencia a farmacos,
con el proposito de ayudar al disefio de futuras generaciones de farmacos
antimicrobianos. Por ejemplo, Pines et al, encontraron mutaciones en la DXR
de E. coli que confieren resistencia a la fosmidomicina, en sitios altamente
conservados que también existen en P. falciparum (Pines et al., 2019); (3) las
bases moleculares y los mecanismos de accion de farmacos; por ejemplo, en la
investigacion de los analogos de la fosfomicomicina (Armstrong et al., 2015);
(4) los mecanismos de accion distintivos que conducen a la muerte del parasito
de la malaria (V. K. Singh & Ghosh, 2013b); (5) las caracteristicas estructurales
para el disefio de farmacos basados en la estructura; por ejemplo, la estructura
de DXR, DXS y MCS de E. coli comparten una gran similitud de secuencia con

sus correspondientes enzimas de P. falciparum; (6) el grado de orden y
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conservacion en partes del sitio activo; por ejemplo, el alto grado de
conservacion estructural en y alrededor del sitio activo de MCS de P.
falciparum respecto a la MCS de otras bacterias gramnegativas sugiere que
cualquier modelo estructural podria ser adecuado para apoyar al
descubrimiento de farmacos (O’Rourke et al., 2014); (7) el perfil metabdlico de
agentes patdgenos frente a farmacos; por ejemplo, se observé en estudios
previos que el perfil metabdlico de P. falciparum y E. coli tratados con
fosmidomicina fue similar y consistente con la identificacion de CMS (Zhang et
al., 2011); (8) consecuencias de la inhibicién de una enzima sobre la via del
MEP; por ejemplo, la fosfomicomicina inhibe directamente su objetivo conocido,
DXR, y actlda indirectamente sobre las células para inhibir CMS (Zhang et al.,
2011); (9) estudio de potenciales dianas farmacoldgicas; por ejemplo, MCS y
HDS (Singh & Ghosh, 2013a); (10) la identificacion de nuevos inhibidores; por
ejemplo, se han identificado nuevos inhibidores para CMK, enzimas clave de la
via del MEP, usando las enzimas CMK de E. coli, CMK de Shigella dysenteriae,
CMK de Salmonella typhi y CMK de Yersenia Pestis, con secuencias altamente

conservadas (Tang et al., 2011).

Por otro lado, E. coli es usada ampliamente en experimentos de genética y
biologia molecular debido a que la estructura de su genoma es altamente
flexible, permitiendo la movilidad de material genético por medio de
transposones, secuencias de insercion, bacteriéfagos y plasmidos. Ademas, E.
coli como modelo, tiene ventajas a nivel técnico por su velocidad de
crecimiento y pocos requerimientos nutricionales. Por lo contrario, para el
cultivo de P. falciparum se requiere condiciones especializadas, mayores
niveles de bioseguridad y experticia para su manipulacién. Finalmente, hay que
considerar que para acceder a las enzimas de la via del MEP de P. falciparum
es necesario cruzar varias barreras, debido a que las enzimas se localizan en
el apicoplasto, en cambio E. coli tiene menor complejidad estructural y por lo

tanto permite ampliar las estrategias experimentales.
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1.3. LOS APTAMEROS

Etimologicamente el término aptamero proviene del latin aptus que significa

fijar o unir y del griego meros que significa particula.

Los aptdmeros son acidos nucleicos de cadena sencilla, ADN o ARN, que
poseen una estructura tridimensional particular que les permite unirse con
afinidad y especificidad a la molécula diana. Los aptameros tienen propiedades
de reconocimiento equiparables a las de los anticuerpos; sin embargo, por la
naturaleza de su composicion tienen ventajas significativas sobre estas
moléculas, tales como: (1) por su tamafio (5-20 KDa) son eliminados
rapidamente por filtracion renal; generalmente se requieren modificaciones
para alcanzar niveles terapéuticos, sin embargo, representa una ventaja debido
a que se puede modular su eliminacion disminuyendo el riesgo de dafio renal,
(2) baja inmunogenicidad, (3) proceso simple y econémico para su sintesis y
modificacion, (4) son resistentes al calor y a las proteasas sin modificaciones
estabilizadoras; pueden ser desnaturalizados y utilizados repetidamente, en
cambio un anticuerpo bajo cualquier episodio de desnaturalizacién
generalmente reduce o anula su capacidad de reconocimiento (5) alta
precision, pureza y reproducibilidad en sintesis, y (6) procesos de produccion
no dependientes de células o animales, lo que representa una ventaja a nivel
bioético (Yang et al., 2011) (Afrasiabi et al., 2020).

Los aptdmeros prometen ser buenos candidatos como moléculas estratégicas
para terapias o diagndéstico, ya que pueden dirigirse contra una amplia variedad
de moléculas diana o incluso microorganismos completos (Romero-Lépez &
Berzal-Herranz, 2017). Aunque los aptameros son candidatos prometedores
para aplicaciones diagnoésticas y terapéuticas, aun quedan algunos desafios
como, por ejemplo, su degradacion ante las nucleasas, factor crucial que se
debe tener en cuenta en su optimizacién sobre todo si su fin Gltimo es ser

administrado como terapia (Nitsche et al., 2007).
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Los aptameros no modificados (especialmente los aptameros de ARN) son
generalmente susceptibles a la digestion por nucleasas celulares presentes en
fluidos o células corporales. Por lo tanto, las modificaciones quimicas a
menudo se introducen en los oligonucledétidos para aumentar la estabilidad in
vivo de los aptameros. Estas modificaciones quimicas incluyen la limitacion del
extremo 3' con timidina/biotina (Dougan et al., 2000), sustitucion de grupos
fosfato por fosforotioato/metilfosfonato, modificaciones de 2'-azlcar con un
fluoro (F), amino (NH2) u O-metilo (OCH3s) y modificacién de &cido nucleico
blogueado (LNA). La modificacion del LNA es un puente de metileno
intramolecular de 2'-O a 4'-C, y los LNA muestran una alta resistencia a las
nucleasas (Karlsen & Wengel, 2012). Las modificaciones mas comunes son la
sustitucion de un a&tomo de azufre por un oxigeno en un fosfato de la cadena de
ADN o ARN, asi como las modificaciones de los aptameros de ARN en la
posicion 2' en el anillo de ribosa. Los aptameros de ARN modificado tienen una
vida media que varia de varias a cientos de horas, pero el ARN no modificado
generalmente tiene una vida media de segundos en el suero humano (Shigdar
et al., 2013) (Pan et al., 2018)

En cuanto a la pequefia masa (5-20 kDa) y el didmetro corto (< 5 nm) de los
aptameros, como se precisé anteriormente, los aptameros se filtran facilmente
a través de los capilares glomerulares. Para extender el tiempo de circulacion
de los aptdmeros, se conjugan con compuestos con alta masa molecular, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG), ademas de extender la vida media en la
circulaciéon sanguinea, la conjugacion de PEG puede mejorar la solubilidad y la
estabilidad del aptamero como farmaco. El primer farmaco a base de
aptameros (Macugen de Pfizer) se baso en la PEGilacion (Swierczewska et al.,
2015) y se obtuvo una vida media de 9,3 h segun los experimentos

farmacocinéticos realizados en monos (Nimjee et al, 2017).

En lo que respecta a la obtenciébn de aptdmeros, durante su proceso de
selecciodn, los aptameros con la mayor afinidad a una estructura diana se aislan

de una biblioteca (grupo de oligonucleétidos con posiciones aleatorias para
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acidos nucleicos, que contienen hasta 10%° variantes de secuencia diferentes),
que representa un grupo de variantes significativamente mayor que los
anticuerpos (Lakhin et al., 2013) (Nitsche et al., 2007). Mientras que los
anticuerpos pueden generarse solo contra antigenos (principalmente
proteinas), se pueden generar aptdmeros contra practicamente cualquier tipo
de biomoléculas, que incluyen proteinas, lipidos y azucares. La especificidad
mostrada por los aptameros es otra caracteristica que se evidencia en su
capacidad para diferenciar cambios estructurales minimos entre la molécula
diana y otras moléculas. Un ejemplo es el aptamero antiteofilina, que distingue
especificamente la teofilina de la cafeina, a pesar de que sélo un grupo metilo
diferencia estas dos moléculas (Jenison et al., 1994). Ademas, la afinidad del
aptdmero también puede ajustarse optimizando su secuencia de
reconocimiento o manipulando procesos de condiciones de reaccion de union
(Yang et al., 2002) (Schmidt et al., 2004) (Stovall et al., 2014).

Actualmente, muchas enfermedades infecciosas tienen inconvenientes a nivel
de pruebas diagnésticas, como baja sensibilidad, poca especificidad,
procedimiento prolongado y resultados falsos positivos o negativos. Por ello, se
han generado aptameros dirigidos a dianas estratégicas tales como
lipoglicanos, proteinas y células enteras como posibles herramientas de
diagnéstico. En dicho ambito, se han podido apreciar avances prometedores
tales como el desarrollo del aptamero T9 que detecta antigenos ManLAM
(Lipoarabinomanano de manosa) en muestras de suero y esputo de pacientes
con tuberculosis pulmonar activa y pacientes con tuberculosis extrapulmonar; y
el caso del aptdmero R12.06 desarrollado para la a-toxina de S. aureus, con el
cual se logro la deteccion sensible de 200 nM de toxina a en muestras de suero
humano sin diluir usando un sistema de deteccion tipo sandwich (Afrasiabi et
al., 2020) (Wan et al., 2021). Recientemente, el brote de SARS-CoV-2 ha sido
declarado una emergencia de salud mundial y su manejo depende en gran
medida de la disponibilidad generalizada de una prueba de diagndstico precisa.
Para abordar dicha necesidad se desarrollo el aptdmero de ADN S14 contra la
proteina S (Spike) del SARS-CoV-2. La evaluacion clinica del aptamero S14 en

muestras de hisopado nasofaringeo ha mostrado una respuesta altamente
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discriminatoria entre los individuos infectados por SARS-CoV-2 y los no
infectados con una sensibilidad y especificidad del 91% y 98% (Gupta et al.,
2021).

Ademas, se han evaluado varias herramientas nanotecnolédgicas para fortalecer
el aislamiento y la aplicacion de nuevos aptdmeros para el diagnostico de la
malaria dirigidos a deteccion la enzima lactato deshidrogenasa del parasito:
2008s (Cheung et al., 2013), pL1 (Lee et al., 2014) (Choi & Ban, 2016), P38
(Jain et al., 2016) y LDHp 11 (Frith et al., 2018). Sin embargo, de todos los
aptameros relacionados hasta la fecha el mejor caracterizado es el aptamero
2008s identificado por Tanner et al., aprovechando la secuencia y la
divergencia estructural entre la enzima LDH del parasito y la de mamiferos,
identificé el aptamero de ADN en la década de 2008 con una alta afinidad por
la PfLDH, lo que permitié el desarrollo de un ensayo colorimétrico para el
diagnéstico rapido de malaria en sangre (Cheung et al., 2013) (Fraser et al.,
2018). Este tipo de experiencias nos muestra el potencial de los aptameros

como herramientas prometedoras para la identificacion y el control de la

malaria.
DENOMINACION DEL ORGANISMO DIANA Kd (nM)
APTAMERO
LYD-3 . Streptococcus pneumoniae Célula entera 661.8+111.3
APT3 Salmonella choleraesuis Célula entera 412
BB16-11F Bifidobacterium breve Célula entera 18.66 + 1.41
CCFM641-S Bifidobacterium bifidum Célula entera 10.69 £ 0.89
SAL.26 . Salmonella Typhimurium Célula entera 123+ 23
CT916 . Vibrio cholerae La toxina del célera 48.5+0.5
S3 Staphylococcus aureus SEA (enterotoxina A estafilococica) 36.93+7.29
Cc10 Staphylococcus aureus Enterotoxina C1 65.14 + 11.64
""""" MA1 Mycobacterium tuberculosis Célula entera  12.0%20
T9 Mycobacterium tuberculosis ManLAM 668 £ 59
ST2P Salmonella Typhimurium Célula entera 6,33+0,58
Apto22 Salmonella Paratyphi A Célula entera 47+3
R12,06 Staphylococcus aureus Toxina alfa 93,770
Apto B12 Escherichia coli K88 Célula entera 15+4
8.28A Escherichia coli DH5a Célula entera 274 +18,7

Tabla 5: Aptameros de ADN contra bacterias con potencial para uso
diagnostico y/o terapéutico (Pan et al., 2018) (Afrasiabi et al., 2020) (Wan et
al., 2021).
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Por otro lado, los aptdmeros se pueden usar en dos formas diferentes en el
desarrollo de procesos terapéuticos: (1) Como moléculas efectoras para
reconocer una molécula diana y ejercer concisamente la funcion terapéutica;
(2) y como vehiculos para llevar y liberar el farmaco a su lugar de accion
(Afrasiabi et al., 2020).

Sobre el uso del aptamero como molécula efectora, se han identificado
aptameros con propiedades terapéuticas que han sido evaluados
exitosamente, un caso ejemplar es el desarrollo del aptdmero S3, que se une a
la enterotoxina estafilococica A (SEA) de S. aureus, con Kd de 36,93 + 7,29
nM, e inhibe eficazmente la proliferacion mediada por SEA de células
mononucleares de sangre periférica humana y la secrecion inflamatoria (Wan
et al., 2021). También, se han descrito el aislamiento de aptadmeros para
parasitos con capacidad terapéutica, los cuales ejecutan su accién terapéutica
principalmente interrumpiendo la interaccidén entre el parasito y el huésped o
inhibiendo la funcion de proteinas clave. Un ejemplo de aptamero con
capacidad de inhibir la invasion celular es el identificado por Ulrich, et al. En
sus experimentos observaron que el aptamero podia bloquear las interacciones
receptor-ligando entre Trypanosoma cruzi y las células huésped LLCMK2
(células epiteliales de rifion del mono) (Ulrich et al., 2002). Por otro lado, un
ejemplo de inhibicién de la funcién de las proteinas son los aptdmeros para la
proteina de unién poli(A) (PABP), la cual es una proteina esencial para la
supervivencia de Leishmania infantum. Otro ejemplo de aptdmero con efecto
inhibidor de la funcion proteica es el aptamero anti-rosetting descrito por
Barford, et al. Dicho aptamero fue desarrollado para interaccionar con la
PfEMP1 (Proteina 1 de la membrana eritrocitaria P. falciparum) y demostro
tener la capacidad de interrupcion de la roseta a 387 nM (Barfod et al., 2009).
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ORGANISMO TIPO DE APTAMERO DIANA

Entamoeba histolytica ARN Factor EnCDIm25 (factor de poliadenilacion)

Leishmania infantum ADN LiPABP (proteina de unién a poli (A) de
Leishmania infantum)

Plasmodium falciparum ARN EMP1 (proteina 1 de membrana del eritrocito)
Trypanosoma cruzi ARN Receptores de adhesién celular
Trypanosoma brucei ARN Proteinas VSG (glicoproteinas de superficie

variante).

Tabla 6: Aptameros terapéuticos desarrollados para infecciones

parasitarias por el método de SELEX (Afrasiabi et al., 2020).

Por lo que se refiere al uso de los aptameros como vehiculos de administracion
intracelular, se sabe que gracias a sus caracteristicas pueden disefiarse para
una amplia gama de aplicaciones a través del acoplamiento con NPs, farmacos
u otros acidos nucleicos y desempefian un papel importante en la
internalizacién celular. Un ejemplo, de conjugado aptamero-farmaco, es lo
observado tras el uso de un conjugado aptdmero-ampicilina, el aptamero ayudd
a la ampicilina a penetrar en la biopelicula y matar las bacterias (Lijuan eta al.,
2017). El uso de conjugados de ARN de interferencia con aptamero para la
administracion de farmacos puede resultar en el aumento de la eficacia
terapéutica, y el ensamblaje de aptameros-NPs puede resultar en una mayor
focalizacion y terapias mas eficientes, especialmente si se usan aptameros que
pueden unirse especificamente a las moléculas receptoras de la superficie
celular. Ademas, la mayoria de las NPs poseen una biocompatibilidad
aceptable, y pueden defender los acidos nucleicos de la destruccion causada

por la digestion de las nucleasas (Afrasiabi et al., 2020).
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En suma, los avances permiten anticipar el protagonismo que tendran los
aptameros como agentes terapéuticos y de diagnostico para enfermedades

infecciosas en un futuro cercano.

1.3.1. Estrategias para la obtencion y seleccién de aptameros

1.3.1.1. SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment)

En 1990, surgié el método para la generacion de aptameros denominado
SELEX (por las siglas en inglés de Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) (Ellington & Szostak, 1990). EI método SELEX
consiste en la seleccion de los miembros de una biblioteca que se unen a la

molécula diana.

Actualmente, se ha seleccionado un buen numero de aptameros que
reconocen una gran variedad de moléculas diana, entre las cuales se
encuentran: toxinas, compuestos inorganicos y organicos, nucleétidos y sus
derivados, cofactores, aminoacidos, carbohidratos, péptidos y proteinas, al
igual que estructuras complejas como células (Stoltenburg et al., 2007). Esta
diversidad de aptdmeros lleva a considerar el SELEX como un método
genérico que tedricamente permitiria seleccionar aptameros para cualquier

molécula bajo las condiciones elegidas.

El punto de partida del proceso SELEX es una biblioteca (Stoltenburg et al.,
2005), que estad expuesta a una presion de seleccion donde las mejores
secuencias de unién a la diana se dividen o separan del resto. Estas
secuencias se recuperan, amplifican por PCR y la biblioteca enriquecida se
emplea en el siguiente ciclo de seleccion: en suma, se caracteriza por la
repeticion de etapas sucesivas de union a la diana y eliminacion de
oligonucledtidos no unidos, seguido de elucion, amplificacion, y purificacion de

los oligonucledtidos seleccionados.
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La mayoria de los aptameros seleccionados contra bacterias patdgenas se han
desarrollado utilizando el método SELEX convencional, por ejemplo: Vibrio
parahaemolyticus, Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes. Estos
aptdmeros especificos para una Unica especie bacteriana se pueden obtener
después de 10 ciclos de seleccion o incluso menos, Zhang et al. describieron la
seleccidon de aptameros de ADN dirigidos a E. coli. Y obtuvieron dos aptameros
de alta afinidad a E. coli con un total de ocho ciclos de SELEX (Zhang et al.,
2015). Mientras que los de multiples especies bacterianas también se pueden
lograr dentro de 20 rondas de seleccién (Teng et al., 2016).

1.3.1.2. Sistemas de informacion genética expandidos artificialmente-
SELEX (AEGIS-SELEX)

Este método utiliza sistemas de informacidn genética expandidos artificialmente
para la seleccion de aptameros. Un AEGIS-SELEX se inicia con una biblioteca
de ADN GACTZP, que consiste en secuencias aleatorias, sitios de cebador y
dos nucleétidos modificados (ZP); y luego se sigue un protocolo estandar para
SELEX de células enteras para el ciclo de seleccion. El éxito de AEGIS-SELEX
se basa en varias innovaciones, incluyendo (i) la capacidad de sintetizar
bibliotecas GACTZP, (ii) polimerasas que PCR amplifican el ADN GACTZP con
poca pérdida de los nucleétidos no estandar AEGIS, vy (iii)) tecnologias para
secuenciar profundamente a los sobrevivientes de ADN GACTZP. Estos
resultados toman el siguiente paso hacia la expansiéon de la potencia y la
utiidad de SELEX y ofrecen un AEGIS-SELEX que posiblemente podria
generar receptores, ligandos y catalizadores que tienen diversidades de

secuencia mas cercanas a las mostradas por las proteinas (Sefah et al., 2014).

1.3.1.3. SELEX gendmico

Ademas del SELEX con células enteras, SELEX también se puede generar en
el nivel de acido nucleico. Lorenz et al. introdujeron el SELEX genomico. Una

biblioteca de ADN gendmico se utiliza en SELEX gendmico en contraste con un

70



SELEX convencional, en el que se utliza una biblioteca sintetizada
quimicamente (Lorenz et al., 2006). Una ventaja distintiva de SELEX gendmico
es la disminucion dramatica de la diversidad de la biblioteca inicial. EI| ADN
gendmico se aisla del organismo objetivo y la biblioteca inicial se prepara
agregando cebadores especificos al ADN aislado y seguido de la extension del
fragmento de Klenow en la nueva cadena. Esta biblioteca inicial se transcribe
en ARN y luego se continta para el proceso de seleccion. Primero, se realiza
una seleccién negativa contra el paso de la matriz de inmovilizacion. Las
secuencias de la biblioteca se incuban con el objetivo y los oligonucle6tidos
unidos se someten a transcripcion inversa en ADNc y se utilizan en la siguiente
ronda de seleccion. Después de varias rondas mas, las secuencias
enriquecidas se someten a andlisis de secuenciacion de alto rendimiento (

Lorenz et al., 2010) (Zimmermann et al., 2010).

1.3.1.4. Cell-SELEX

En contraste con el proceso convencional de SELEX que utiliza usualmente
como diana una proteina purificada, el proceso cell-SELEX utiliza células vivas
enteras (Zhang et al., 2015). Por lo tanto, las proteinas de la superficie celular
mantienen sus conformaciones nativas que son criticas para las funciones
biologicas. Los primeros ejemplos de cell-SELEX se dirigieron a tripanosomas
vivos (Ulrich et al., 2002). Este cell-SELEX se llevé a cabo durante 25 rondas.
El enfoque Cell-SELEX también es muy valioso para identificar nuevos
marcadores para diferentes tipos de cancer y otras enfermedades
(Rahimizadeh et al., 2017). Varios articulos también han descrito SELEX de
tipo celular dirigido a bacterias, virus y parasitos (Zhang et al., 2015) (Lantero et
al., 2020).

1.3.1.5. SELEX in vivo

SELEX de organismo entero in vivo comienza con una biblioteca aleatoria de
ARN modificado con 2'-fluoropirimidina o aptdmeros de ADN que se inyectan

sistémicamente en un animal o planta viva y se les permite circular a través de

71



todo el organismo. Durante el tiempo de exposicion, los aptameros se
distribuyen por todo el cuerpo, con ciertas especies de aptameros que se unen
a los tejidos diana deseables y las especies de aptameros no unidas que son
eliminadas por el rifion. Después, el érgano/tejido objetivo debe ser extraido del
organismo para la obtencibn de ARN o ADN. Los aptameros aislados se
amplifican desde el 6rgano / tejido diana a través de PCR con cebadores
especificos que coinciden con las regiones constantes flanqueadas de la
biblioteca inicial para amplificar solo los aptdmeros acumulados en el tejido
objetivo. El nuevo grupo de aptdmeros adquiridos de la ronda anterior se
reinyecta en el mismo organismo y se sigue el mismo proceso durante varias
rondas, enriqueciendo los aglutinantes de mayor afinidad con el tejido u 6rgano

objetivo de interés (Sola et al., 2020).

SELEX in vivo de organismo completo proporciona no solo la posibilidad de
dirigirse a las células cancerosas, sino también a los tejidos sanos morfoldgica
o estructuralmente complejos. Por ejemplo, Cheng et al. emplearon SELEX de
organismo completo in vivo e identificaron un aptamero capaz de cruzar la

barrera hematoencefalica (Cheng et al., 2013).

Una de las principales advertencias de SELEX in vivo de organismo completo
es que los acidos nucleicos son susceptibles a la degradacién enzimatica. La
modificacién 2'-fluoropirimidina es una modificacion pre-SELEX que aumenta
significativamente la resistencia a las nucleasas, mejorando la vida media
cuando se administra en el torrente sanguineo. Alternativamente, cuando los
aptameros se inyectan sistémicamente, la eliminacion a través del higado y el
aclaramiento en el rinidn son inevitables, lo que hace que la vida media de la
circulacion y el tiempo de extraccion de los organos diana sean criticos para el
éxito de SELEX (Cheng et al., 2013). Este mayor tropismo a estos dos 6rganos
probablemente puede reducir la complejidad y diversidad de especies en la
biblioteca de aptameros, reduciendo asi las posibilidades de éxito de SELEX.
Ademas, puede haber especies de aptameros que muestren estructuras mas

propensas a la eliminacion del higado o el rifién, sesgando la seleccion.
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La conjugacion de la biblioteca con PEG aumenta el tiempo de circulacion, lo
que sugiere que esta modificacion mejora la eliminaciéon de aglutinantes
inespecificos y podria mejorar el SELEX in vivo de todo el organismo (Civit et
al., 2019). La combinacion de diferentes variantes de SELEX también puede
aumentar las probabilidades de éxito para la seleccion in vivo. A lo largo de las
primeras rondas de seleccidon, podria ser deseable iniciar un SELEX celular
mas simple contra una linea celular especifica del tejido en particular para
medir las condiciones de restricciébn de la seleccién, y luego, a medida que
avanza la seleccion, pasar a SELEX in vivo de organismo completo para
garantizar la funcionalidad in vivo de los aptameros seleccionados (Sola et al.,
2020).

1.3.1.6. Electroforesis capilar-SELEX (CE-SELEX)

La electroforesis capilar es una técnica atractiva para seleccionar aptameros
porque requiere volimenes de muestra minimos y ofrece un entorno de
seleccion en fase de solucion a través del cual se puede determinar
cuantitativamente el enriquecimiento de los oligonucleétidos de unién a la
diana. Para el enfoque CE-SELEX, una biblioteca de oligonucleétidos se
mezcla con una molécula diana y la mezcla se introduce en un sistema de
electroforesis capilar (CE) de solucién libre. Los oligonucle6tidos no unidos
migran a una velocidad, mientras que los oligonucleétidos que estan unidos a
la diana migran a través del capilar a una velocidad diferente. Una ventaja muy
atractiva del CE-SELEX es que el numero total de rondas se puede reducir
significativamente (Drabovich et al., 2005) (Riley et al., 2015) Recientemente, el
grupo de Krylov introdujo el método de seleccion de electroforesis capilar de
equilibrio de mezclas (ECEEM) (Drabovich A et al.,, 2005). La caracteristica
unica de ECEEM es fundamental para su capacidad de seleccionar aptameros
inteligentes con valores predefinidos de Kd. Los paneles seleccionados por
ECEEM de aptadmeros con valor de Kd podrian utilizarse en el cribado

competitivo de candidatos (Drabovich et al., 2005).
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1.3.1.7. Seleccién micromagnética (M-SELEX)

El método CE es menos efectivo para otras clases de dianas que no inducen
suficiente desplazamiento electroforético de complejos de aptameros (como
para moléculas pequefas). Las cuentas magnéticas se han utlizado como
soporte solido o matriz para enlazar con las dianas. Sin embargo, la eficiencia
del uso de cuentas magnéticas se ha quedado atras de lo que puede lograr CE
con multiples rondas de seleccibn que consumen mucho tiempo.
Recientemente, el grupo de Soh ha desarrollado una plataforma que integra
SELEX asistido por perlas magnéticas con tecnologia de microfluidica y ha
demostrado la capacidad de aislar aptameros de ADN de alta afinidad (Lou et
al., 2009).

1.3.1.8. Microscopia de fuerza atbmica (AFM)-SELEX

AFM es un método de eleccién para escanear la superficie de la muestra
atomica utilizando una sonda en voladizo, detectando la fuerza débil entre la
superficie de la muestra y la sonda. AFM también puede detectar
dindmicamente la fuerza de adhesién o afinidad entre una superficie de
muestra y el voladizo. Aprovechando estas caracteristicas, Miyachi et al.
(Miyachi et al., 2010) informaron que AFM-SELEX aislé aptameros contra
trombina con tres rondas de seleccion. Independientemente, Peng et al. (Peng
et al., 2007) utilizaron una microscopia combinada de AFM, microscopio de
fluorescencia y PCR para seleccionar aptameros a partir de una biblioteca de

acidos nucleicos en un solo ciclo (Peng et al., 2007).

1.3.1.9. Resonancia de plasmon superficial (SPR)-SELEX

La resonancia de plasmon de superficie (SPR) puede rastrear interacciones
moleculares en tiempo real, y es una técnica de deteccion biolégica y quimica
poderosa ampliamente utilizada. Entre las diferentes aplicaciones de deteccion
basadas en SPR, los biosensores SPR basados en aptameros han atraido una
atencion significativa debido a su simplicidad, viabilidad y bajo costo para la
deteccion de las dianas (Chang, 2021). Misono y Kumar utilizaron el SPR-

SELEX para aislar realmente los aptameros de ARN que se unen a la
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hemaglutinina del virus de la influenza humana. SPR-SELEX tiene varias
ventajas, como el uso repetido de una diana inmovilizada y la identificacion de

fracciones de especies de union ( Misono & Kumar et al., 2005).

1.3.1.10. Seleccion en chip

La tecnologia actual permite la sintesis rapida de chips personalizados con
decenas de miles de sondas (Agilent Technologies, CombiMatrix). La
aplicacion de microarrays de alta densidad al proceso de seleccién de
aptameros tiene el potencial de acelerar la generacién de aptameros con alta
afinidad y especificidad. Por ejemplo, Asai et al. han aislado aptameros de ADN
dirigidos a la resorufina utilizando la seleccién en chip en combinacién con un
meétodo para mutaciones puntuales (Ryoichi et al, 2005). Uno de los principales
problemas en la aplicacion de la tecnologia de chips para la seleccion de
aptameros es el disefio del conjunto inicial de moléculas de oligonucleotidos
para el cribado. Es bastante dificil disefiar uno con solo 104-10° secuencias de
acidos nucleicos para el chip de microarrays a partir de un conjunto de 10'3-
10'* secuencias posibles que normalmente se encuentran en bibliotecas de
seleccidén in vitro. Sin embargo, los avances recientes en los enfoques in silico
han permitido una reduccién en el tamafio del espacio de secuencia de acidos
nucleicos para el cribado experimental y la seleccién de aptameros de acidos

nucleicos (Katilius et al., 2007).

1.3.1.11. Estrategia no SELEX

Muy recientemente, el grupo de Krylov también introdujo el proceso de
seleccibn no SELEX para los aptameros (Berezovski et al., 2006). Esta
estrategia no SELEX implica pasos de particion repetidos sin amplificacion. La
electroforesis capilar sin equilibrio de mezclas de equilibrio (NECEEM), que es
un método de afinidad altamente eficiente, se utiliza para la particion. NECEEM
también facilita el monitoreo de la afinidad masiva de las bibliotecas
enriquecidas en cada paso de la particion y la deteccion de clones individuales

para determinar su afinidad con el objetivo. NECEEM permite que todos los
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clones se examinen antes de la secuenciacion, de modo que solo se
secuencian los clones con parametros de unién adecuados. Encontramos que
tres pasos de la particion basada en NECEEM en el enfoque no SELEX fueron
suficientes para mejorar la afinidad de una biblioteca de ADN con una proteina
objetivo. Es importante destacar que el procedimiento no SELEX puede tardar
tan solo 1 h en completarse para mejorar la afinidad del aptamero en cuatro
ordenes de magnitud, como se demuestra a través de una biblioteca de ADN
dirigida a la proteina h-Ras. Todo el protocolo se puede completar en 1
semana, mientras que los protocolos SELEX convencionales tardan varias
semanas incluso en una instalacion industrial especializada (Berezovski et al,
2006).

Otros métodos que podriamos incluir como no SELEX, serian las propuestas
de Nitsche et al., en el 2007, quien planteo el MonoLEX combiné un solo paso
de cromatografia de afinidad con la posterior segmentacion fisica de la resina
de afinidad y un solo paso final de amplificacion exponencial de los aptdmeros
unidos. Por otro lado, otra propuesta es el Aptamer Selection Express (ASEXxp)
planteado por Fan M. et al., en el 2008, Este proceso combina la interaccion de
una diana con el ADN bicaternario (ADNdc) y la tecnologia de separacion
magnética (Nitsche et al., 2007) (Fan et al, 2008).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PREPARACION DE ENZIMAS RECOMBINANTES

El presente trabajo se centrd en la obtencién de aptameros especificos. Para
ello, fue necesario disponer de preparaciones purificadas de las enzimas

recombinantes, siguiendo los procedimientos que se describen a continuacion:
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2.1.1. Proteina de fusion 6xHis-GST- PfDXR-6xHis (GST-PfDXR)

La proteina PfDXR (UniProt Q8IKG4) fue expresada mediante un gen sintético
sin los 72 aminoacidos correspondientes al péptido sefal que la dirige al
apicoplasto y sus codones fueron optimizados para la expresion en E. coli
(GenScript Biotech BV, Leiden, Paises Bajos). Para su expresion el gen fue
clonado en el vector pGS21la, el cual contiene una etiqueta glutation-S-
transferasa (GST) en el extremo N-terminal y etiquetas 6His en ambos
extremos (6His-GST-PfDXR-6His), para mejorar la expresion de proteinas y
facilitar la purificacion por afinidad, respectivamente. Por lo tanto, al usar este
plasmido pGS2la-PfDXR, la enzima recombinante se obtuvo como una
proteina de fusion. El pGS21a también contiene un promotor T7, un terminador
de transcripcidén T7, el origen de replicacion del bacteriéfago (f1 ori) en sentido
negativo (-), un gen de resistencia a la ampicilina (marcador de seleccion), un
origen de replicacion (Ori) que permite replicar el plasmido de ADN, un gen lac
| que codifica la proteina represora Lac I, la cual se une al operador lac e
interrumpe la accion del ARN polimerasa, y un sitio de clonado multiple. El
inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) es el activador que libera la
proteina represora Lac del operador lac de forma alostérica, promoviendo la
actividad del ARN polimerasa para la transcripcion del gen DXR.

Se transformaron células de E. coli BL21 competentes con la construccion
pGS2la-PfDXR mediante el método de choque térmico (Froger & Hall, 2007).
Se eligio6 el sistema en E. coli porgue es una bacteria ampliamente utilizada en
la industria biotecnoldgica para expresar y producir proteinas recombinantes,
en bajo coste. Tienen una facil manipulacion genética, una alta densidad y
rapidez de cultivo y crecimiento. La cepa BL21 (DE3) de E. coli, es un liségeno
del bacteri6fago DE3, que contienen una copia cromosémica del gen que
codifica para la ARN polimerasa de T7, bajo control del promotor lac I, inducible
por IPTG.
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Después de la transformacion las células se cultivaron en LB suplementado
con 0,1 mg / ml de ampicilina a 37°C hasta una DO600 de 0,5. A continuacion,
se indujo la expresion de la enzima recombinante 6His-GST-PfDXR-6His (GST-
PfDXR) mediante la adicion de IPTG 0,5 mM. Las células se incubaron toda la
noche a 15 ° C en agitacion (180 rpm), se recogieron mediante centrifugacién
(21.500 x g, 15 min) y se resuspendieron en tampon de lisis: NaCl 300 mM,
EDTA 1 mM, MgCl2 1 mM, lisozima 0,2 mg / mL, 20 pg / mL de ADNSsa,
inhibidor de proteasa Pefabloc®@ SC 1 mM (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), 2 tabletas en 20 mL de cOmplete™, Mini, céctel inhibidor de
proteasa sin EDTA (Merck KGaA), Tris-HCI 50 mM, pH 8,0). Las células se
lisaron mediante una sonicacion de 12 min aplicando pulsos de 10 s encendido
/ 20 s apagado al 80% de amplitud en hielo para minimizar la inactivacion de la
enzima. Finalmente, los extractos se centrifugaron (aproximadamente 43.700 x
g, 30 min, 4 ° C) y la distribucion de la proteina recombinante en las fracciones
soluble e insoluble se analiz6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y Western blot.

La proteina GST-PfDXR se extrajo desde la fraccién insoluble debido a que
solo el 1% era soluble, incluso cuando se evaluaron otras temperaturas de
incubacion tales como 25 ° C durante la noche y 37 ° C durante 4 h. Por lo
tanto, fue necesario solubilizar y posteriormente renaturalizar la enzima
recombinante. Para ello, la fraccién insoluble se incub6 durante 30 min con 40
mL de tampdn de solubilizacién (urea 2 M, NaCl 0,5 M, Triton X-100 al 2%,
EDTA 1 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0) y sonicado 12 min aplicando pulsos de
10 s encendido / 20 s apagado al 80% de amplitud en hielo. Después, las
muestras se centrifugaron (aproximadamente 43.700 x g, 4 ° C, 60 min), se
desecho el residuo y el sobrenadante se transfirié a tubos de dialisis de acetato
de celulosa con 14 kDa de tamafio de corte (D-9777, Sigma- Aldrich). Para
eliminar gradualmente la urea del medio, se prepararon cuatro tampones con
concentraciones de urea decrecientes (1,5;1,0; 0,5y 0 M en NaCl 0,5 M, Tris-
HCI 20 mM, pH 8,0). Todas las dialisis se llevaron a cabo a 4 ° C con agitacion
constante durante 1 h antes de reemplazar el mismo tampon e incubar durante

la noche, ya que la proteina debe dializarse en cada tampon durante al menos
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4 h para conseguir un replegamiento adecuado (Mccormick et al., 2014). Al

final de la didlisis, se afiadi6 EDTA 1 mM a la solucién de proteina.

Una vez renaturalizadas y sin urea, se purifico la GST-PfDXR a partir de las
preparaciones mediante cromatografia de afinidad por cationes metélicos
inmovilizados (IMAC). Esta técnica se basa en la fuerte unién que se establece
entre el niquel inmovilizado en la matriz de las columnas y los fragmentos de
6His que contienen los extremos N- y C-terminal de la proteina recombinante.
Para ello, las preparaciones dializadas de GST-PfDXR se hicieron pasar a
través de columnas His-Trap FF de 1 mL (GE Healthcare, Chicago, IL, EE.
UU.), previamente equilibradas en tampén Tris-HClI 40 mM, pH 8,0 que
contenia NaCl 100 mM e imidazol 10 mM (tampon A). Las columnas se lavaron
con 25 volumenes del mismo tampon y a continuacion se eluyd la enzima
recombinante mediante un gradiente de concentracion de imidazol, preparado
a partir de tampon A 'y tampon Tris-HCI 40 mM, pH 8,0 que contenia NaCl 100
mM e imidazol 100 mM (tampon B). En la purificacion se utilizé6 un equipo
AKTA start (GE Healthcare Bio-Sciences AB), Se recogieron fracciones y se
analizaron mediante SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie. Las
fracciones que contenian la enzima recombinante GST-PfDXR se reunieron y
se concentraron mediante filtracion a través de Amicon Ultra-15 de 10 kDa
(Merck Millipore, Burlington, MA, EE. UU.). Las preparaciones purificadas se
conservaron a -20 ° C en presencia de MnCl2 1 mM glicerol al 50% v/v) hasta
su utilizacion. Para los experimentos las preparaciones se desalaron utilizando
columnas Zeba ™ Spin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La
concentracion de proteina en las muestras se determiné utilizando el kit Pierce
™ BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU.) siguiendo las indicaciones
del fabricante.

2.1.2. Proteina recombinante PfDXR-6His (PfDXR)

La seleccion de aptameros se realizo con DXR de P. falciparum (PfDXR) que

se obtuvo tras adaptar el método previamente descrito por Umeda et al., 2010
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(Umeda et al.,, 2010). Se utilizd la secuencia de ADN que codifica para la
PfDXR (UniProt Q8IKG4) y se omitieron los 72 aminoacidos correspondientes
al péptido sefal que lo dirige al apicoplasto (Roos et al., 2002), los codones
fueron optimizados para la expresion en E. coli y sintetizados (Mr. Gene GmbH,
Regensburg, Alemania). La secuencia se amplificé y se clond en el plasmido
pQE30 (Qiagen, Hilden, Alemania). La construccion pQE30-PfDXR resultante
se uso para transformar células de E. coli M15 competentes (Qiagen, Hilden,
Alemania) y se obtuvieron preparaciones de PfDXR purificadas como se
describio anteriormente (Apartado 2.1.1).

2.1.3. Proteina ECDXR-6His (EcDXR)

El gen dxr que codifica para la DXR de E.coli (EcCDXR) (UniProt P45568) se
sintetizé (GenScript Biotech B.V.) y se clond en el plasmido pQE60 (GenScript
Biotech B.V.). Las células M15 competentes se transformaron con la
construccion pQE60-EcDXR resultante y se obtuvieron preparaciones
purificadas de EcDXR siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para
la proteina GST-PfDXR (Apartado 2.1.1).

2.1.4. Proteina CMS-6His (CMS)

El gen ispD que codifica para la CDP-metileritritol sintasa de E.coli (UniProt
Q46893) se sintetiz6 (Mr. Gene GmbH, Regensburg, Alemania) y se cloné en el
plasmido pQE30 (Qiagen, Hilden, Alemania). La construccion pQE30-CMS
resultante se uso para transformar células de E. coli M15 competentes (Qiagen,
Hilden, Alemania) y se obtuvieron preparaciones de CMS-6His (CMS)

purificadas como se describié anteriormente (Apartado 2.1.1).
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2.2. SELECCION IN VITRO DE APTAMEROS DE ADN

2.2.1. METODO M-SELEX

Para la seleccion de aptameros se utilizé el método M-SELEX que se
caracteriza por la tecnologia de separacion magnética, y particularmente para
la seleccion de aptameros para la enzima DXR de P. falciparum se usé su
variante, FluMag-SELEX que adiciona el marcaje por fluorescencia del ADN (R.
Stoltenburg et al., 2005). La tecnologia de esferas magnéticas facilita la
separacion de aptameros en solucién, mientras que los iniciadores marcados
con fluorescencia permiten la monitorizacion cuantitativa del ADN (Yang et al.,
2011).

Libreria

VALK

— Separacion de Esferas (IMAC)
) cadena \
Secuenciamiento

b g

Descarte de
oligonucleétidos
unidos a las
esferas (IMAC)

Clonaje

PCR: Amplificacion de los
oligonucleétidos unidos a
DXR

Separacion de
oligonucleétidos libres

k- . y +
Descarte de oligonucleétidos s e e : Esferas(MAG) = DXR
i eleccion positiva ||
no unidos a DXR £

Figura 8. Esquema del proceso de M-SELEX usado para la obtencion de

aptameros.

Se realizaron dos procesos de SELEX, el primero para la identificacion de
aptameros especificos para la enzima PfDXR y el segundo para la enzima
CMS de E.coli (CMS). El sistema M-SELEX utilizado se basa en el uso de
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microesferas de cobalto con capacidad de unién a los fragmentos de 6His que
contienen las enzimas recombinantes. Ello nos sirvié de soporte para poner en
contacto las proteinas de interés con el conjunto de secuencias de ADN e ir
capturando las secuencias mas afines y conservadas conforme aumentaba el
namero de ciclos de seleccién. A continuacion, se detalla el proceso de M-
SELEX realizado:

En cada ciclo de SELEX, se realizé también una seleccion negativa, en la que
se incubd el grupo de aptameros correspondiente con las esferas de Dynabead

sin proteinas para descartar aquellos que se unian de forma inespecifica.

Las esferas magnéticas de cobalto (Dynabeads®, His-tag Isolation & Pulldown,
Life Technologies) se equilibraron en tampdén de unién (tampoén de fosfato de
sodio 50 mM, pH 8,0 que contiene NaCl 10 mM y Tween-20 al 2% (v/v),). Una
vez equilibradas se incuban 50 pL de las esferas con 100 uL de proteina (0,28
Mg / uL) durante 1h a temperatura ambiente (TA). Después de la incubacion se
realizaron lavados, los cuales se guardaron como control de union a la
proteina. EI complejo proteina-Dynabead se incubé a TA con 100 puL de una
biblioteca de cadenas de ADN monocatenario (ADNsc) de 76 pb a una
concentracion de 10 ng/uL (hasta 10'° secuencias) con dos regiones
constantes de unién de cebadores de PCR y una secuencia central aleatoria de
40 nucleétidos (ATACCAGCTTATTCAATT-N40-AGATAGTAAGTGCAATCT, 1
pmol, DNA Technology A/ S).

Las moléculas de ADNsc que no se unieron a las esferas funcionalizadas con
la enzima se eliminaron mediante lavados con tampoén fosfato salino 1x (PBS:
NaClz 137 mM, 2.7 mM KCI, 4.3 mM NazHPO4.7H20, 1.5 mM KH2PO4) a pH
7,4 usando pipeteo manual y un separador magnético (MagnetoPURE,
Chemicell GmbH), y las que se unieron al complejo proteina-Dynabead se
eluyeron con tampon de union a 80 ° C durante 5 min, dichas moléculas de
ADNsc forman el grupo de aptameros correspondiente a cada ciclo de

seleccioén.
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Las secuencias de interés eluidas se amplificaron mediante PCR utilizando Pfu
ADN polimerasa (Biotools B&M Labs), una polimerasa de Pyrococcus furiosus
gue trabaja a elevadas temperaturas incorporando 10 nmols de dNTPs cada 30
min a una temperatura de 72 ° C y que ademas tiene la capacidad de corregir
errores gracias a su actividad 3'-5 'exonucleasa (Cline et al., 1996). Con esta
actividad se consigue que la amplificacion se dé con una tasa de error muy

baja (11° x 107 pb) permitiendo hacer una PCR de elevada fidelidad.

Como regla general, se programé un intervalo de 94 ° C por 60 s seguido de 20
ciclos en un termociclador DNA 2720 (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific): 94 ° C, 30s /46 ° C,30s /72 ° C, 30 s. Los extremos 5' de los
cebadores directo (5-ATACCAGCTTATTCAATT-3) e inverso (5'-
AGATTGCACTTACTATCT-3') estaban modificados con 6-carboxifluoresceina
(6-FAM) y tri-biotina, respectivamente. Marcaje que ayudara a la separacion de
las cadenas de ADN y asi obtener los grupos de aptameros enriquecidos de
cada ciclo de SELEX.

Mezcla de PCR 6 reacciones w07 Desnaturalizacién e Desnaturalizacién
dNTPs (2,5 mM) 24 sof gaC f— . 72°C
Tampon 30 o1 30s Elongacidn 5 min
Pfu ADN polimerasa 6 =T o 72°C
g g sor 46°C 30s
Aptameros (20 ng/ul) 12 g st
Oligo marcado con biotina (25 uM) 9 g a0+ Hibridacion
Oligo marcado con 6FAM (25 uM) 9 5 301 i
201
H,0 216 1 s
Volumen final 300 0 —

Figura 9: Amplificacion de aptameros. A la izquierda de la imagen se
detallen los componentes para la mezcla de reaccién para PCR, mientras que
al lado derecho de la imagen se esquematizan las temperaturas y tiempos de

los 20 ciclos de PCR para la amplificacion de aptameros.
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Una vez amplificado el ADN se recupera el material genético por precipitacion
con etanol. Al producto de PCR se le afiade 40 uL de acetato de sodio 3M y
después 1000 uL de etanol 100% a 4 °C. Una vez se ha afiadido todo, se
mezcla realizando varias inversiones suaves y se deja a -20 ° C durante 30
min. Seguidamente, se centrifuga a 11.000 x g durante 40 min a 4 ° C. El ADN
quedara al fondo del tubo y se podra eliminar el sobrenadante. Para eliminar el
etanol restante se deja secar a TA durante aproximadamente 20 min. A
continuacion, el producto de PCR que contiene ADNdc se resuspende con 100
uL de PBS 1x a pH 7,4 que contiene EDTA 5 mM. Se guarda una alicuota de
5uL para poder determinar su concentracion en un NanoDrop 1000
(ThermoFisher Scientific) y antes de continuar con el proceso de separacion de
cadenas para la obtencion de ADNsc se corrobora su presencia y tamafo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% a 90V durante unos 45min. Se
utiliza como patrén el marcador de tamafio O'RangeRuler 20pb DNA Ladder

(Thermo Scientific).

Producto de PCR '* , ¢
Descartar el sobrenadante
y dejar secar a TA / /

/' Resuspender con 100 pL

« Afadir 40 pL Acetato de 3M de PBS 1X EDTA 5 mM
+ Afiadir 1 mL de OH 100% a 4 °C - e
+ Incubar a -20 ° C durante 30 min

Medir en NanoDROP

Centrifugar 177000xg, 40 min a 4 °C

Figura 10: Esquema del proceso de purificacién y precipitacion del ADN.

2.2.1.1. Separacion de las cadenas de ADN por union a neutravidina

El método que utilizamos es una adaptacion del método para la purificacion de
moléculas biotiniladas de ThermoFisher que se basa en el uso de columnas

(Columnas de cromatografia Micro Bio-Spin ™; Bio-Rad Laboratories, Inc,.)
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gue contienen NeutrAvidin® agarosa (Pierce NeutrAvidin Agarose Resin 29200,
Thermo Fisher Scientific), la cual es una resina compuesta por neutravidina,
una avidina desglicosilada con cuatro sitios de unidén para la biotina, unida
covalentemente a la agarosa. En la columna quedaran retenidas Unicamente
aquellas moléculas de ADN marcadas con biotina. A continuacion, se detalla el

protocolo utilizado:

En primer lugar, se hidrata la columna con 250 uL de H20 y luego se centrifuga
a baja velocidad, ello se repite dos veces. Luego, se aflade 500 uL de la resina
de NeutrAvidin-agarosa en la columna previamente hidratada, se coloca la
columna en un tubo de recoleccién y se centrifuga a 500 x g durante 1 min
para eliminar la solucibn de almacenamiento contenido en la resina. Para
equilibrar la resina hacen 3 lavados agregando 600 pL de PBS 1x apH 7,4y
centrifugando a 500 x g durante 1 min para eliminar el tampén (Figura 11).

Hidratar la columna Equilibrar la resina

250 pL H,0 500 pL de Resina 500 pL de PBS 1x a pH 7,4

Centrifugar 500 x g, 1 min a TA Centrifugar 500 x g, 1 min a 4°C Centrifugar 500 x g, 1 mina 4 °C

Figura 11: Esquema de preparacion de la columna con resina de
NeutrAvidin-agarosa.

En segundo lugar, después de preparar la columna y equilibrar la resina, se

coloca la columna en un nuevo tubo de recoleccion, se agregan 100 uL de
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ADNdc a la columna y se permite que la muestra ingrese al lecho de resina. Se
reemplazan secuencialmente las tapas superior e inferior y se incuba a TA
durante 30 min con una agitacion de 300 rpm. Luego, se realizan 4 lavados con
PBS 1x (centrifugar a 500 x g durante 1 min). En esta etapa se obtiene el
primer eluido (eluido A) que contendra el exceso de ADNdc que no se une a la

resina.

En tercer lugar, para separar las cadenas de ADN se afiaden 100 uL de NaOH
0,1 M precalentado a 96°C se tapa e incuba a TA durante 15 min. La adicion de
NaOH hace subir el pH y provoca la desprotonacion de las bases del ADN, asi
se reduce el numero de puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas,
que junto a la temperatura elevada favorece la desnaturalizacion y la
separacion de las cadenas de ADN. A continuacion, se centrifuga a 500 x g
durante 1 min. Se repite el proceso, desde la adicion de NaOH hasta la
centrifugacion, una vez mas con un nuevo tubo colector. Con este ultimo paso
se obtiene el eluido B que esta conformado por la cadena complementaria no
biotinilada, marcada con fluoresceina, debido a que las cadenas que tienen
biotina han quedado retenidas en la columna. A continuacién, se reune el
contenido de los dos tubos colectores en uno solo y se precipita con etanol el
ADN monocaternario (ADNsc) siguiendo el protocolo descrito anteriormente
(Figura 9). Finalmente, el ADNsc precipitado se resuspende en 100 uL de PBS
1xapH7,4.
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100 pL de ADNdc puriﬂcado‘\

-@ -8 -
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Agitar 300 rpm, 30 min, TA )
uardar el eluido Al
Centrifugar 500 x g,
a 600 pL de PBS 1x A 100 pL de NaOH 1minaTA
'\ apH74 ‘\),1Ma95°0
\ N Descartar columna
4 veces 2 veces
— < — <>
: . ol Eluido B
Centrifugar 500 x Centrifugar 500 x g, -
colocar un tubo nuevo 1 min a %A g 1minaTA Precipitar y resuspender ADNsc en 100 uL

Figura 12: Esquema del proceso de separacion de cadenas de ADN por

unién a neutravidina.

Antes de empezar el siguiente ciclo de SELEX se comprobé la presencia de
ADN de una sola cadena mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% a
90V durante 45 min utilizando O'RangeRuler 20pb DNA Ladder (Thermo
Scientific) como marcador de tamafio y se determiné la concentracion de ADN
usando un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
Conociendo la cantidad inicial de ADNsc que entra en un ciclo SELEX (ADNsc
in) y la cantidad de ADNsc eluido de las esferas proteina-Dynabeads al final de
cada ciclo de seleccién (ADNsc out), se calcul6 el rendimiento de union de
ADNsc (JADNsc out / ADNsc in] x 100%). Finalmente, después de 8 a 10 ciclos
de seleccion se obtiene un conjunto de aptameros enriquecido, a partir del cual

se realiza una subclonacion para la identificacion de las secuencias candidatas.
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2.2.1.2. Subclonacion y secuenciaciéon de los oligonucleétidos
seleccionados

Después de 10 ciclos de M-SELEX, el conjunto de aptameros obtenido se
amplific6 por PCR usando cebadores directos e inversos sin marcar y ADN
polimerasa Pfu (Biotools B&M Labs). Los productos resultantes se clonaron en
el plasmido pBluescript SK + después de su linealizacion con Smal (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.) utilizando T4 ADN Ligasa (New
England Biolabs) y el producto de ligacién se utilizd para la transformacién de
células competentes TOP10 de E. coli (Life Technologies) por choque térmico
(Froger & Hall, 2007). Las células transformadas se cultivaron durante la noche
a 37 ° C en placas de agar LB que contenian 100 pg / mL de ampicilina y las
colonias recombinantes se diferenciaron con el método de cribado azul / blanco
después de la induccion de la expresion de lacZ en presencia de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-galactopirandsido (X-gal) e IPTG. Se eligieron aleatoriamente
colonias blancas de las placas, se cultivaron en 5 mL de LB (37 ° C, 180 rpm,
durante la noche), se aislé el ADN plasmidico con el kit NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) y se determind su concentracién en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La insercion exitosa de
secuencias de la biblioteca original fue validada por PCR con los cebadores
directos e inversos especificos usando una mezcla de reaccion GoTaq Green
Master Mix (Promega Corporation). Se detectaron bandas de ADN con la
longitud esperada por electroforesis en geles de agarosa al 3% procesados en
TBE 1x a 90 V. Los geles se tifieron con SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen)
y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Los clones positivos se secuenciaron
utilizando el cebador universal M13 (Servicio de secuenciacion, GENEWIZ

GmbH, Leipzig,Alemania; https://www.genewiz.com). Una vez obtenidas las

secuencias, se compararon utillizando el servidor en linea Mutalin

(https://www.multalin.toulouse.inra.fr/multalin)y a través del servidor en linea

mfold (http://unafold.rna.albany.edu) (Zuker, 2003) se represento la estructura

secundaria mas probable, en base a la menor energia libre (AG) y se obtuvo el
indicador ss-count que es la propension de una base a ser de una sola cadena

(Figura 13). Finalmente, las principales secuencias candidatas se sintetizaron
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en cantidad suficiente para la caracterizaciéon de su uniéon a la proteina de

interés.

0.803
| 0.984
0.500 | .
0.106
0.999
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Figura 13: Indicador ss-count. La imagen representa la guia segun escala de
color para la interpretacion de la estructura secundaria de un aptamero. Los
colores indican la probabilidad de una base a ser de una sola cadena, medido
por el nUmero de veces que es monocatenaria en un grupo de plegamientos
predictivos (rojo: mas probable que sea de una sola cadena; alto valor de ss-

count).

2.2.1.2.1. Método de clonaje por seleccién positiva

Se utilizaron dos métodos de clonacién, primero con el vector pBluescript SK
(+), y luego el sistema de clonacion CloneJET (Thermo Scientific™) que resultd
mas eficiente. CloneJET es un sistema avanzado de seleccién positiva para la
clonacion de productos de PCR generados con Pfu polimerasa. Ademas, para
cualquier otro fragmento de ADN, ya sea romo 0 con extremos cohesivos, y de
pequefio tamafio como el de los aptameros. Se utiliza el vector de clonacion de
seleccién positiva pJET1.2 / blunt. Este vector contiene un gen letal que se
interrumpe por la ligacién de un ADN insertado en el sitio de clonacion. Como
resultado, solo las células con aptdmero insertado pueden propagarse,

eliminando la necesidad de utilizar el sistema azul / blanco. El vector contiene
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un sitio de clonacién multiple, asi como un promotor T7 de la transcripcion in
vitro, por ello, los plasmidos se mandaron a secuenciar con primer T7 (servicio

de secuenciacion de Sanger, GENEWIZ GmbH, Leipzig, Alemania).

El primer paso del proceso es mezclar los componentes (Tabla 7) para la
reaccion de ligacién sobre hielo, mezclar y centrifugar 5 s a baja velocidad.
Luego se incuba la mezcla de ligacion a TA por 5 min, se afiade directamente a
las células competentes DH10B (Thermo Scientific™) y se agita vigorosamente
unos segundos para continuar con la transformacién por choque térmico
(Froger & Hall, 2007). Finalmente, se siembran las células en placas de agar
LB y se dejan a 37° C toda la noche, las colonias que crecen son sembradas

en precultivos de medio LB y confirmadas mediante PCR.

Componente Volumen

Buffer 2X 10 pL

Producto de PCR 1 pL (0,15 pmol)
Vector pJET1.2/blunt (50 ng/uL) | 1 pL (0,05 pmol)
Agua mQ 19 L

T4 ADN Ligasa 1pL

Volumen total 20 pL

Tabla 7: Detalle de componentes de la mezcla de ligacion del método de

clonaje por seleccién positiva.

2.2.2. Nueva estrategia para la obtencion de aptdmeros: Método de
seleccién de aptameros a partir una sola esfera (Single Bead Aptamer
Selection, SBAS)

Teniendo en cuenta la complejidad técnica del método convencional M-SELEX,

se decidi6 intentar una nueva estrategia de seleccién de aptdmeros. La nueva
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estrategia se basa en primer lugar en el uso de microesferas de latex de
aldehido/sulfato que permite el acoplamiento de la proteina diana en una sola
etapa. Y, en segundo lugar, se basa en el aislamiento de una sola esfera
positiva seleccionada mediante citometria de flujo, desde la cual se obtendra
un grupo de aptdmeros candidatos. Como siguiente paso se amplifica por PCR
y se separan las cadenas para obtener suficiente cantidad de secuencias de
aptameros enriquecidas para el siguiente ciclo. El protocolo de PCR vy
separacion de cadenas se describe en los apartados 2.2.1 y 2.2.1.1,
respectivamente, mientras que la funcionalizacion de las esferas de latex, y

aislamiento de aptameros desde una sola esfera se describe a continuacion:

Para la preparacion de las esferas de latex conjugadas con la enzima CMS, se
incubaron 20 pg de proteina (15 min, TA, PBS 1x) con 5 pyL de esferas 1x
(Esferas de latex de aldehido/sulfato 4% w/v, 4 um, Thermo Fisher Scientific)
en un volumen final de 20 pL (Dai et al., 2005). Después, la mezcla se transfirid
a un tubo de 1,5 mL con 1 mL de PBS 1x y se incub6 a 4 ° C con agitacion
orbital suave durante la noche. Después de la centrifugacion, las esferas
recubiertas de CMS se lavaron 3 veces con PBS 1x a pH7,4.

5 uL Esferas de
latex 1x en PBS 1x

[® o

Llevara 1 mL con
PBS 1xapH 7,4

Distribuiren 5 tubos

y llevar a volumen

final de 1mL Centrifugar 3000x g,
O\ 15mina4°C

-~ Incubar15miny i DEcartn

°
O\ £ N f 3

mezclarcada S min -\ o

ﬂ\_" 5 o 7 e ""

R Gyt 3 veces

|
\\ \\ // _ “.‘
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I
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Tras el lavado de las esferas funcionalizadas se inicia el proceso de obtencion
de los aptameros especificos por citometria de flujo, las esferas funcionalizadas
se resuspenden en 50 pyL de aptameros marcados con 6-FAM (Preparados
segun el apartado 2.2.1.1) a una concentracion aproximada de 30 ng / pyL en
PBS, se incubaron (60 min, TA, en la oscuridad) y se lavan 2 veces con
volumen final de 1 mL de PBS 1x, 3000 x g a 4 ° C durante 15 min. Finalmente,
para su analisis mediante citometria de flujo las preparaciones se dejaron en un

volumen final de 300 pL.
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Figura 15: Esquema del proceso para la exposicion de los aptameros a las

20 pL de esferas
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esferas funcionalizadas con la proteina y aislamiento de esfera Unica.

Con el citometro de flujo se determinaron los limites entre las esferas con sefial
negativa y positiva segun intensidad de fluorescencia, del grupo de esferas con
mayor intensidad de fluorescencia se realizd el aislamiento de 1 esfera en
placa de 96 pocillos. Para comprobar que so6lo hay una esfera por pocillo, la
placa se somete a un spin de un minuto, por lo que la esfera de latex quede en
el centro del pocillo y que, con un microscopio de fluorescencia, sea mas
sencillo de encontrar y confirmar que la separacion ha sido correcta. Una vez

realizadas estas comprobaciones se afiaden 20 yL de NaOH 0,1M al pocillo y
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se incuba a 95 ° C durante 10 min. De esta manera se obtienen la muestra de
aptameros gque se unieron a la proteina. Esta muestra se utiliza para realizar la
PCR y separacion de cadenas de ADN para iniciar el siguiente ciclo mediante
el método de SBAS. Los experimentos se realizaron con un citdmetro de flujo
BD FACSAria Il (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania) configurado a 4 ° C,
con laser de 488 nm, un filtro BP 530/30 y el software FACSDiva suministrado

con el instrumento.

2.3. CARACTERIZACION DE APTAMEROS CANDIDATOS

Cabe precisar que antes de cada prueba de caracterizacion se dejé que los
aptdmeros adoptaran sus conformaciones 3D nativas mediante una incubacion

secuencial a 90, 5y 37 ° C (durante 10, 15 y 8 min, respectivamente).

La caracterizacion de los aptameros candidatos se enfoco principalmente en la
evaluacion de la capacidad de interaccion, afinidad, efecto inhibidor,
direccionamiento celular respecto a su enzima diana. A continuacion, se

describen la metodologia llevada a cabo:

2.3.1. EVALUACION DE LA INTERACCION ENTRE APTAMERO Y ENZIMA

2.3.1.1. Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

El método denominado EMSA por sus siglas en ingles Electrophoretic mobility
shift assay, se utiliza para detectar complejos de proteinas con &cidos
nucleicos. Es la metodologia central subyacente a una amplia gama de analisis
cualitativos y cuantitativos para la caracterizacion de sistemas que interactuan.
(Hellman & Fried, 2007). En el ensayo clasico, se combinan soluciones de

proteina y acido nucleico, y las mezclas resultantes se someten a electroforesis
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en condiciones nativas a través de poliacrilamida o gel de agarosa. Después de
la electroforesis, se determina la distribucién de las especies que contienen
acido nucleico. En general, los complejos proteina-acido nucleico migran mas
lentamente que el correspondiente acido nucleico libre. Para este estudio se
buscaron las mejores condiciones de ensayo de tal manera se conservaran las

estabilidades y movilidades electroforéticas de complejos.

Las preparaciones purificadas de CMS, GST-PfDXR, EcDXR, GST o BSA
almacenadas a - 20 ° C se desalaron y equilibraron en tampon HEPES 50 mM,
pH 8,0 que contenia NaCl 10 mM, Tween-20 al 0,02%. Se prepararon
diluciones de cada proteina con el mismo tampén y a continuacién se
mezclaron 14 pL de cada preparacion con 1 pL de solucién de aptamero (150
ng) preparada en 0,5x TB (Tris-HCI 45 mM, &cido bérico 45 mM, pH 8,0) y la
mezcla se incub6 a TA durante 60 min. A continuacion, se afiadieron a cada
muestra 3 pl de tampon de carga (glicerol al 30% en 0,25 x TB) y se cargaron
en geles de agarosa al 2% preparados y procesados en 0,5x TB a 20 V / cm.
Los geles se tifieron con SyBR® Gold Nucleic Acid (Life Technologies) y se

observaron bajo luz ultravioleta.

2.3.1.2. La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La ITC es una técnica que permite determinar cuantitativamente de manera
directa la entalpia de union de una molécula o de un complejo molecular, sin
necesidad de modelos o hipétesis adicionales, mediante la medicion del calor
liberado o absorbido a presion constante durante la union (Duff et al., 2011)
(Pagano et al., 2009). Una celda de muestra que contiene un volumen
constante de aptamero o de proteina se titula con una serie de adiciones de su
ligando. El calor se libera o absorbe (dependiendo de la naturaleza de la
reaccion) a medida que se forman cantidades crecientes de complejo. La sefal
se mide como la cantidad de energia eléctrica necesaria para mantener la
temperatura en la celda de muestra igual que la temperatura en una celda de

referencia que contiene el mismo volumen de tampén. A medida que la union
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alcanza la saturacion, se genera menos complejo y, en consecuencia, menos
diferencia de calor con cada adicién. A continuacion, se describe el

procedimiento:

La celda de trabajo de un microcalorimetro VP-ITC (MicroCal, LLC,
Northhampton, MA, EE. UU.) se llen6 a 25 ° C con GST-PfDXR 5 uM con PBS
1x a pH 7,4 o GST como control. La solucion de aptamero 50 uM en PBS se
inyectd de la siguiente manera: Se realizaron 2 inyecciones de 20 puL, a
continuacion 3 inyecciones de 10 pL, por ultimo, se efectuaron 20 inyecciones
de 5 uL de solucién paso a paso en la celda de trabajo a intervalos de 2.5 min.
También se realizaron experimentos de control: Titulacion de PBS en GST-
PfDXR vy titulacion de aptdmero en GST. Los datos se ajustaron al modelo de
union de un solo sitio utilizando el software MicroCal Origin que se suministra

con el instrumento.

Inyeccién de ligando

Agitado
Calentador de
\ 4 retroalimentacion de celda
Calentador de
referencia
D Q Calibrador de calor
Celda de Celda de
referencia muestra Camisa
adiabatica

95



Figura 16: Esquema general del microcalorimetro VP-ITC. El instrumento
estd compuesto por dos celdas idénticas hechas de un material térmicamente
conductor y quimicamente inerte, rodeadas por una camisa adiabatica Los
circuitos se utilizan para detectar diferencias de temperatura entre la celda de
referencia (llena de tampon o agua) y la celda de muestra que contiene la

macromolécula.

2.3.1.3. Ensayo de Western blot con aptadmeros

Las proteinas se fraccionaron en geles de SDS-PAGE al 12,5% (120 V, 45 min,
TA) y se electrotransfirieron durante 1 h a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) previamente activada con metanol a 4 °© C y 400 mA. La
membrana se lavé 2 veces por 5 min con PBS a pH 7,4, y se bloqued con
agitacion orbital (50 rpm) a TA durante 1 h con leche desnatada en polvo al 5%
(p / v) en PBS que contenia Triton X-100 al 1%, se lavé de nuevo 3 veces por 5
min y se agregaron aptdmeros marcados en sus extremos 5 'con 6-FAM (Aex /
em 495/520) o biotina a una concentracion final de 600 a 900 nM, se incubd
toda la noche a 4 ° C. Se lavé 3 veces con PBS y se detectd la fluorescencia en
un sistema de camara CCD ImageQuant ™ LAS 4000 (GE Healthcare) usando
epi-iluminacién y detectando los aptdmeros marcados con 6-FAM con un filtro
Y515 y los aptameros marcados con biotina fueron revelados mediante
quimioluminiscencia después de la incubacién con estreptavidina unida a HRP

(peroxidasa de rdbano picante).

2.3.1.4. Ensayo de Dot Blot con aptameros

Se analiz6 la unién del aptamero D10 a la proteina recombinante GST-PfDXR y
a la proteina GST mediante un ensayo Dot Blot. En este experimento se usaron

los aptameros D10 y 700, ambos marcados con biotina.
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Se prepararon dos membranas de nitrocelulosa Amersham™ Hybond™-
ECL (GE Healthcare). En la membrana se depositaron 10 ug de cada proteina.
La membrana se incubd con una suspension de leche desnatada en polvo al
2% (p/v) preparada en PBS-Tween 0,05% en rotacion durante 1 h, TA para
realizar el bloqueo de la membrana. A continuacion, se hizo un lavado con
PBS-Tween0,05% durante 5 min y seguidamente, se afiadi0 a cada tubo
aptameros a una concentracion de 900 nM en PBS-Tween 0,05%, 0,5 mM
EDTA, y se incubaron a 4 ° C toda la noche en agitacion. La membrana se lavd
3 veces con PBS-Tween 0,05%, 0,5 mM EDTA vy la visualizacion fue a través
de la interaccion biotina con estreptavidina unida a HRP, se detecté mediante
guimioluminiscencia y se observé con un equipo ImageQuant™ LAS4000 CDD

camera system (GE Healthcare Life Sciences).

2.3.1.5. Determinacién de la constante de disociacion (Kd) de los

aptameros seleccionados

La Kd tanto de los grupos de aptameros obtenidos después de los distintos
ciclos de seleccion como del aptdmero seleccionado se obtuvieron mediante el
analisis de la unién del aptamero de ADN marcado con fluorescencia (6FAM) a
esferas funcionalizadas con la enzima diana, para ello, se siguio el siguiente
proceso: Se diluyen 2,5 uL de la solucidon concentrada de esferas de latex a un
volumen final 25 uL con PBS a pH 7,4, de este modo se obtiene una solucion
de esferas de latex. A 25 uL de las esferas de latex se les anade 100 ug de
preparacion purificada de enzima CMS o DXR y se lleva a un volumen final de
100 pL con PBS. Se mezcla y se deja incubar a TA durante 15 min con
inversiones suaves cada 5 min. Tras la incubacion se vuelve a afiadir PBS
hasta alcanzar un volumen final de 1000 pL y se incuba a 4 ° C en agitacion
orbital toda la noche. Se distribuyen los 1000 uL en 5 tubos de forma que se
tenga en cada uno 200 pL, a continuacion, se lava 2 veces completando el
volumen hasta 1000 pyL con PBS, se centrifuga a 3000 x g a 4 ° C durante 15
min. Las esferas se recogen en 50 pyL de PBS, se incuban 60 min a TAy en la
oscuridad con aptameros marcados con 6-FAM, ello se hace para cada dilucién
de aptamero (5,4 uM/ 2,7uM / 1,4uM / 0,7 uM / 0,3 pM) y se analizan mediante
citometria de flujo en un citometro de flujo BD FACSAria Il (BD Biosciences)
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utilizando una linea laser de 488 nm con un filtro BP 530/30 y el programa
FACSDiva suministrado con el instrumento. La constante de disociacion Kd y el
namero maximo de sitios de unién (Bmax) se obtuvieron ajustando la
dependencia de la intensidad de fluorescencia relativa de la unidn especifica de
las concentraciones de aptdmero a la ecuacion Y = Bmax X / (Kd + X) (J. Liu et
al.,2012). Se utilizo el programa GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San
Diego, EE. UU.) para trazar la curva de saturacion, eligiendo la regresion no
lineal, el panel de ecuaciones de union de saturacion y una unién especifica de
sitio. Ademas, se representé el gréfico de Scatchard, que representa la union
especifica frente al cociente entre la unidén especifica y la concentracion de

ligando libre.

2.3.2. EVALUACION FUNCIONAL: Ensayos de actividad enzimatica

2.3.2.1. Determinacién de la actividad enzimaéatica de la DXR

La actividad enzimatica de las preparaciones de ECDXR se determind en un
espectrofotometro Ultrospec 3300 pro (GE Healthcare) a 340 nm siguiendo la
oxidacion de NADPH a TA en cubetas de cuarzo. Para corroborar las
mediciones nos basamos en la ecuacion de Lambert - Beer: A = ¢ Ic. En el

caso, de NADPH 1,5 mM la absorbancia esperada es 0,93 a 340 nm en cubeta

de 1 cm.
Compuesto Concentracion Concentraciéon Volumen (uL)
inicial final

Tris-ClapH 74 0,73 M 100 mM 68.5
DTT 200 mM 10 mM 25
MnCl, 100 mM 1mM 5
NADPH 50 mM 0,15 mM 15
DX5-P 15 mM 0,15 mM 5
DXR - 20 pg 10

H20 mQ - - 385
Inhibidor 100 uM 1 uM 5

Tabla 8 La tabla muestra las concentraciones y volumenes de los

componentes para la preparacion de la reaccion enzimatica de la enzima
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EcDXR. La concentracion de inhibidor es solo referencial y puede variar segin

el experimento.

2.3.2.2. Determinacién de la actividad enziméatica de la CMS

Para la determinacion de la actividad enzimatica de la enzima CMS, se utiliz6 el
método de colorimetria de fosfatos optimizado en nuestro laboratorio (ver
apartado 2.3.2.2.1.) y un método fluorimetrico comercial para corroborar los
resultados, Pyrophosphate Assay Kit (ab112155, Abcam). El Kit utiliza un
sensor de pirofosfato fluorogénico patentado, que tiene su intensidad de
fluorescencia proporcionalmente dependiente de la concentracion de
pirofosfato (PPi). Debido a el método mide directamente el PPi se espera que
sea mas sensible que el método de colorimetria de fosfatos, que requiere
acoplamiento enzimatico para la deteccién del PPi. Los ensayos se realizaron
en placas oscuras de 96 pocillos siguiendo las instrucciones del fabricante, y

las lecturas en el lector de placa Tecan SPECTRAFIuor Plus (Artisan

Technology Group).
NH,
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Figura 17: La reaccion catalizada por la enzima CDP-metileritritol sintasa
(CMS/IspD) da como productos 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-
ME) y pirofosfato inorganico (PPi).
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2.3.2.2.1. Método colorimétrico o indirecto para la determinacién de la
actividad de la CMS

El método colorimétrico emplea pirofosfatasa (PPasa) inorganica como enzima
acoplada para determinar la actividad de la CMS (Bernal et al., 2005). La CMS
cataliza la formacion de CDP-ME vy pirofosfato inorganico (PPi) a partir de MEP
y CTP. El PPi se hidroliza mediante la PPasa obteniendo como producto final
fosfato (Pi) y éste se cuantifica mediante colorimetria (Figura 18).

MEP e » CDP-ME

N
CTP PP,
i PPasa

2P,

'

Color

Figura 18. Determinacion de la actividad CDP-metileritritol sintasa (CMS)

utilizando pirofosfatasa (PPasa) como enzima acoplada.

2.3.2.2.1.1. Colorimetria de fosfatos

El colorante esta formado por 3 componentes: solucion naranja de verde de
malaquita, molibdato amonico y Tween-20 (Bernal et al, 2005). Es de color
naranja oscuro y, para que reaccione, es necesario que se forme un complejo
entre fosfato y molibdato, ya que el verde de malaquita no se une al Pi libre. Es
asi, que el colorante ante una muestra que contiene fosfato virara a un color
verde en dependencia de la concentracion (Baykov et al. 1988). Por otra parte,

Tween-20 es el tensoactivo que evitara que se formen precipitados.

100



Como primer paso, se prepara una solucion madre de verde de malaquita, se
mezcla lentamente 60 mL de H2SO4a 3M en 300 mL de H20 y se deja enfriar.
En la solucion fria se afladen 0,44 g de verde de malaquita y se disuelve con
agitador magnético durante toda la noche, al dia siguiente se filtra y se
conserva en un frasco protegido de la luz (Baykov et al. 1988). En estas

condiciones, la solucién es estable a TA durante un afio.

Tras la preparacion de la solucion madre de verde de malaquita, se prepara el
colorante para la determinacion: 2,5 mL solucion madre verde de malaquita,
625 pL molibdato amonico 7,5% (p/v) y 50 uL de Tween-20 11% (v/v). El
colorante se debe preparar de nuevo antes de cada experimento y protegerlo
de luz. Se mezclan 160 pL de colorante con 40 yL de muestra, se incuba la
placa a TA durante 10 min y se lee la absorbancia a una longitud de onda de
630 nm en un lector de placas Benchmark Plus de Bio-Rad.

Para poder determinar la cantidad de fosfato formado en la reaccion que
cataliza la enzima CMS, es necesario preparar una recta patron con hidrégeno
fosfato disédico (Na2HPOa4). La concentracion de Pi maxima utilizada fue 40 uM
porque en estudios previos realizados en nuestro laboratorio se determin6 que,

a partir de esa concentracion, se pierde la linealidad de la recta.

2.3.2.1.1.2. Ensayo para la determinacion de la actividad enzimatica

Para la determinacion de la actividad enzimética de la CMS es necesario
utilizar PPasa para hidrolizar el PPi generado. La PPasa ha de encontrarse
activa y en exceso para que la velocidad de la reaccion global identificada sea
la catalizada por la CMS. Se ha utlizado una PPasa de levadura (Roche
Diagnostics GmbH, Ref 10108897001) suministrada en forma de suspensiéon
en sulfato de amonio 3,2 M a pH 6,0 que segun las instrucciones del proveedor
tenia una actividad de 200 U/mL. La PPasa es muy sensible a los ciclos de
congelacion y descongelacion, para evitarlos, la PPasa se conserva a -20 °C
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en glicerol y medio tampén Tris-HCI 100 mM a pH 7,5 en una proporcion de
50:50.

Las cantidades y concentraciones iniciales de cada uno de los componentes de
la mezcla de reaccion enzimatica son los siguientes: 162 pL de H20 mQ, 20 pL
de Tris-HCI 100 mM a pH 7,5, 2 pL MgCl2 100 mM, 1 uL MEP 12,5 mM, 2 pL
CTP 20 mM, 2 uL DTT 100 mM, 10 pL PPasa 5U/ml (se ajusta dependiendo de
la actividad que presenta la solucion de PPasa, siendo necesario utilizar 50
miliunidades para el ensayo) y 1 pL de CMS. La reaccidén enzimatica se lleva a
cabo en un volumen final de 200 uL, se incuba durante 10 min a TA en
agitacion. Luego, en una placa de 96 pocillos se afiaden 40 pL de la reaccién
enzimatica, 120 yL de H20 mQ y 40 L de colorante, y se incuba durante 10
min a TA en agitaciéon. Finalmente, se determina la absorbancia a 630 nm.

2.4. EVALUACION EN GLOBULOS ROJOS INFECTADOS CON P.
FALCIPARUM (pRBCs) Y BACTERIAS.

2.4.1. Cultivos in vitro de P. falciparum

La cepa de P. falciparum 3D7 se cultivd in vitro en eritrocitos humanos del
grupo B utilizando las condiciones descritas anteriormente (Cranmer et al.,
1997). Los parasitos (descongelados de las reservas de glicerol) se cultivaron a
37 ° C en matraces T-25 o T-175 (Thermo Fisher Scientific) que contenian
eritrocitos humanos al 3% de hematocrito en medio completo del Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) que contenia Albumax Il (GibcoTM, Life
Technologies), suplementado con L-glutamina 2 mM, bajo una mezcla de
gases de 92,5% de N2, 5,5% de CO2y 2% de O2. La parasitemia se determind
mediante recuento microscopico de frotis de sangre fijados brevemente con
metanol y tefiidos durante 10 min con Giemsa (Merck KGaA) diluido 1:10 en
tampon de Sorenson, pH 7.2.
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2.4.1.2. Andlisis de aptameros en pRBC por microscopia de fluorescencia

confocal y citometria de flujo.

Un cultivo de 15 mL de globulos rojos al 3% de hematocrito infectados con la
cepa de P. falciparum 3D7 con parasitemia al 3% se lavé con RPMI, se fijé
durante 30 min a TA con paraformaldehido al 3% en PBS y se lavd
adicionalmente con PBS (500 x g, 5 min) hasta que no se observo hemoalisis. A
continuacion, el sedimento celular se recogié en 100 puL de medio de bloqueo
(PBS suplementado con MgCl2 5 mM y 1 mg / ml de albumina de suero
bovino), se agité suavemente durante 5 min y se incub6 a 37 ° C durante 1 h en
presencia de 120 pmol de aptdmeros marcados con fluoresceina. Antes de la
incubacion con las células, los aptameros a una concentracion de 5 uM se dej6
que adoptaran sus conformaciones 3D nativas mediante una incubacién
secuencial a 90, 5y 37 ° C (durante 10, 15 y 8 min, respectivamente). Después
de la incubacién con las células el exceso de aptameros se descartd con 3
lavados usando PBS, Las células se tifieron durante 30 min a TA con 4 ug / mL
del tinte de ADN Hoechst 33342, se lavaron con PBS, se colocaron en un
sistema de portaobjetos de cadmara de 8 pocillos (Lab-Tek®Il, Thermo Fisher
Scientific), y se observé con un microscopio de fluorescencia confocal LSM 800
(Zeiss, Jena, Alemania) con un objetivo de inmersion en aceite 100x (NA 1.4) y
los parametros configurados en el equipo para el analisis y captura de imagen
se muestran en el anexo A. Los fluorocromos se detectaron en Aex / em
400/480 (Hoechst 33342), 492/617 (6-FAM) y 644/700 (Cy5.5 y Alexa 647). El
analisis de colocalizacion se realiz6 con un anticuerpo de conejo anti-
ferredoxina-NADP reductasa (ab243175, Abcam,) a una dilucién 1/100, el cual
detect6 con un anticuerpo secundario IgG de cabra anti-conejo marcado con
Alexa Fluor 647 (A21245, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) a una dilucion
de 1/200; y con el aptamero LDH, desarrollado contra la enzima lactato
deshidrogenasa de P. falciparum (PfLDH) (Cheung et al., 2013). El andlisis de
imagenes se realizd con el software FlJI, el paquete de procesamiento de
imagenes (Schindelin et al., 2019) y el calculo del coeficiente de colocalizacion
de Manders se determind utilizando el complemento JaCoP para el software
FI1JI.
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Para el andlisis de citometria de flujo, los pRBCs se diluyeron en PBS a una
concentracion final de 1-10 x 10° células / mL, y las muestras se analizaron
usando un citémetro de flujo LSRFortessa™ (BD Biosciences) configurado con
5 laseres, configuracion estandar de 20 parametros. Los fluorocromos se
excitaron utilizando laseres de 350 (Hoechst 33342), 488 (6-FAM) y 640 nm
(Cy5.5 y Alexa Fluor 647), y sus respectivas emisiones se recogieron con filtros
450/50, 530/30, 730/45 y 670/14 nm. El andlisis se realizd con los programas
FACSDiva Software (BD Biosciences) y Flowing Software 2.5.1 (www.btk.fi/cell-

imaging; Cell Imaging Core, Turku Center for Biotechnology, Finlandia).

2.4.2. Andlisis de aptameros en bacterias por microscopia de
fluorescencia confocal.

Las cepas bacterianas E. coli ATCC 25922 (American Type Culture Collection,
Georgetown, DC, EE. UU.) y S. aureus ATCC 29213 se mantuvieron en medio
Luria-Bertani (LB) y la concentracion de células se determiné mediante dilucién
en serie con posterior siembra en placas de agar y medicion de unidades
formadoras de colonias (UFC). Para los estudios de microscopia confocal, se
lavaron aproximadamente 10° UFC/mL 3 veces en PBS (10000 x g, 4 ° C, 5
min), se fijaron con paraformaldehido al 4% (precalentado a 60 ° C) a TA
durante 1 h y se lavaron con PBS de nuevo. Posteriormente, las células se
sumergieron en 1 mL de tampdn de bloqueo (3% BSA en PBS) durante 30 min
a TA con agitacion de 300 rpm, se lavaron 2 veces y luego se incubarona 4 ° C
durante la noche con 120 pmol de aptameros en 100 pL en oscuridad. Se
realizd un lavado con PBS para eliminar el aptamero en exceso y se observé la
fluorescencia en un microscopio de barrido laser confocal (LSM 800, Zeiss),
utilizando un objetivo de inmersion en aceite 100x (NA 1.4) y un sistema de
portaobjetos de camara de 8 pocillos (Lab-Tek ®Il, Thermo Fisher Scientific).
Los fluorocromos se detectaron utilizando Aex / em 492/617 (6-FAM) y 644/700
(Cy5.5).
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2.4.3. Evaluacion del efecto de aptdmeros en cultivo in vitro de E. coli.

Para determinar si los aptameros seleccionados mostraban capacidad de
inhibicion del crecimiento bacteriano se expusieron a E. coli en cultivo de forma
directa y con el uso de choque térmico (Froger & Hall, 2007) para facilitar su
ingreso al interior de la célula. Se utilizaron células competentes DH10B vy la
concentracion final de aptamero fue de 50 uM. Se mantuvieron en medio Luria-
Bertani (LB), se hizo un seguimiento del crecimiento de las células tratadas
mediante mediciones de absorbancia a 600 nm a 37 °C y en paralelo la
concentracion de células se determiné mediante dilucion seriada con posterior
siembra en placas de agar y cuantificacion de unidades formadoras de colonias
(UFC).

2.5. EXPERIMENTO DE FUNCIONALIZACION DEL APTAMERO D10

Como parte de la caracterizacion se decidié ensayar otras formas de uso del
aptdmero D10 como biosensor. Hasta el momento, todos los ensayos de
caracterizacion fueron con el aptdmero en su forma libre, sin embargo, con este
experimento se explora su capacidad como molécula de captura unida a un

material sélido y en un sistema tipo sandwich.

Para el experimento, se ordend la sintesis de los aptdmeros D10 y 700 con la
adicion de un grupo tiol en el extremo 5’ (Integrated DNA Technologies) y como
soporte se utilizaron laminas APTES ((3-Aminopropyl)triethoxysilane) (Figura
19) silanizadas comercialmente (Sigma-Aldrich). La silanizacion consiste en la
cobertura de una superficie con moléculas de alcoxisilano funcionales. Los
componentes minerales como el vidrio y las superficies de éxido metalico
pueden ser silanizados, ya que contienen grupos hidroxilo que atacan y
desplazan a los grupos alcoxi en el silano, formando asi un enlace covalente (-
Si-O-Si-). Por otro lado, se utilizo caproato de N-succinimidil-6-maleimida

(NSM) (Merck) (Figura 19), el cual es un reactivo alifatico heterobifuncional que

105


https://en.wikipedia.org/wiki/Glass
https://en.wikipedia.org/wiki/Metal
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydroxyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Alkoxy
https://en.wikipedia.org/wiki/Covalent

reacciona con los grupos amino y sulfhidrilo, el cual nos sirvi6 como molécula

de enlace entre la lamina APTE y el aptamero modificado con tiol (Figura 20).

Figura 19: Componentes para la base para la funcionalizacién de las
ldminas. A. (3-Aminopropyl)triethoxysilano (APTES). B. Caproato de N-

succinimidil-6-maleimida (C14H16N20s).

~ N_R H Y -

kl. H I 1 N R1
H+ 0 O
Figura 20: Reaccion de anclaje del aptamero. La imagen muestra el
mecanismo simplificado de la reaccion tiol-maleimida que permite la unién del

aptamero modificado con un grupo tiol y el caproato de N-succinimidil-6-

maleimida.

A continuacion, se detalla el procedimiento:

Se marca el contorno de las laminas APTES con ayuda de un lapiz hidrofébico
y se cubren con NSM 1 mM (preparado en tampén fosfato 10 mM, pH 8,0) toda
la noche a 4 ° C. Al dia siguiente se preparan las diluciones de aptameros y de
mercaptoetanol con tampon Tris-HCI 10 mM, pH 7,4. Luego las laminas APTES

pretratadas con NSM se incuban en una cdmara himeda durante 60 min a TA
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con D10-SH, justo antes de su uso es necesario reducir los grupos tiol con
mercaptoetanol afiadiendo 1 mM de mezcla equimolar. Tras la incubacion se
seca la lamina durante 10 a 30 min usando un desecador al vacio. La lamina se
rehidrata y lava con Tris-HCI 10 mM a pH 7,4. Una vez lista la lamina se cubre
e incuba con la proteina durante 2 h a TA en camara humeda, se lava con Tris-
HCIl 10 mM a pH 7,4. Finalmente, las laminas se incuban con el aptamero D10
marcado con 6-FAM y se lavan 3 veces con Tris-HCI 10 mM a pH 7,4 y se
visualiza la fluorescencia con equipo el ImageQuant™ LAS4000CDD camera
system (GE Healthcare Life Sciences).

e x

”ti : /7
Lamina APTE :Z | :

\ (3-Aminopropyl)triethoxysilano (a)

(a) Incubar toda la noche a 4°C.

(b) Incubar 60 min a TA'y secar durante 10 a 30 min.

(c) Rehidratar, lavar e incubar 2 horas a TA.

(d) Lavar e incubar 60 min a TA.

* Todas las incubaciones se hicieron en camara humeda.

Figura 21: Esquema general de los pasos y componentes del sistema tipo

sandwich elaborado con el aptamero D10.
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3. RESULTADOS

3.1. OBTENCION DE APTAMEROS ESPECIFICOS PARA LA ENZIMA DXR
DE P. FALCIPARUM

3.1.1. Obtencién de enzimas DXR recombinantes

El proceso de SELEX para la obtencién de aptameros afines a la enzima DXR
de P. falciparum se realiz6 con la proteina PIDXR, cuya obtencioén se describe
en el apartado 2.1.2. Como resultado el nivel de expresion que se obtuvo fue
de 1 mg/L de proteina y 20% de solubilidad, sin embargo, debido a su baja
expresion su recuperacion era casi nula tras el proceso de purificacion (Figura
22).

TS promoter (lac operator]
A — B

Kba 1 2
80 —
49 -
PQE30/PfDXR — <
4690 bp
36 -
28 — P

BamHI--ATG--His tag-- PfDXR protein--Stop codon--Sall \

Figura 22: Proteina DXR de P. falciparum (PfDXR). A. Mapa del vector de
transformacién y construccién para PfDXR. El gene fue clonado en pQE-30 por
BamHI/Salt. B. Carril 1: marcador de pesos moleculares; Carril 2: PIDXR
purificada. Gel SDS-PAGE al 12,5%. Tincion de plata.
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Por otro lado, el proceso de caracterizacion demandaba una mayor cantidad de
proteina, para ello, se utilizé la enzima GST-PfDXR (Figura 23) expresada y
purificada como se describe en el apartado 2.1.1. Se logré una alta expresion
(40 mg/L), sin embargo, solo el 1% era soluble y de facil lisis. Por ello, fue
necesario realizar la solubilizacién y renaturalizacién. Sin embargo, tras dichos
procesos la enzima perdié su actividad y fue dificil su purificacion. Las
estrategias de purificacion usando la resina Life Sciences™ Glutathione
Sepharose™ 4B (Fisher Scientific) con capacidad de union a GST y usando la
resina Blue Sepharose™ CL-6B (Amersham Biosciences Europe GmbH) que
se une a la mayoria de las enzimas que requieren cofactores que contienen
adenilo (incluyendo NAD+ y NADP+) dieron poca concentracion de proteina y
bajo rendimiento de purificacion. Sin embargo, con el método de purificacion
IMAC, se consiguio la pureza deseada, ello, se logré pasando la muestra antes
de la didlisis para descartar las proteinas inespecificas que unian a la columna
y después de la didlisis se realizaba uno a dos pases de purificacion. Al tratarse
de una enzima clave para la caracterizacion las muestras fueron enviadas para
su andlisis de confirmacion al servicio de protedmica de la Universidad de
Barcelona, en donde fueron analizadas en nanoAcquity HPLC chromatographer
acoplado a un LTQ-Orbitrap Velos Mass Spectrometer después de la digestién

con tripsina.

109



T7 promoter

. KDa 1 2
s \ac operato,
6xHis -
eny,
- e
72- = - -
55- =
pGS21a/GST-PfDXR
7402 bp
35- "
6xHis
25= -
15-%

ATG-His tag-GST tag-Kpnl-Enterokinase site-PfDXR protein-Hist tag-Stop codon-Hindlll

Figura 23: Proteina de fusion Glutathione S-transferasa — DXR de P.
falciparum (GST-PfDXR). A. Mapa del vector de transformacién y construccion
para la GST-PfDXR. El gene fue clonado in pGS-21a por Kpnl/Hindlll. B. Carril
1. marcador de peso molecular; linea 2: GST-PfDXR purificada. Gel SDS-

PAGE al 12,5%. Tincién con azul de coomassie.

Finalmente, para ver los efectos sobre la actividad enzimatica se realizé la
expresion y purificacion de la enzima EcDXR como se describe en el apartado
2.1.3. Como resultado se obtuvo un nivel de expresién de 30 mg/L y 50% de
solubilidad, lo cual ayudo a la posterior obtencion de proteina purificada y

activa (Figura 24).
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i comoter
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15—
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Ncol--ATG--EcDXR protein-- His tag-- Stop codon--HindllII

Figura 24: Proteina DXR de E. coli (EcDXR). A. Mapa del vector de
transformacién y construccion para EcDXR. El gen fue clonado in pQE-60 por
Ncol/Hindlll. B. Carril 1: marcador de pesos moleculares; Carril 2: EcDXR
purificada. Gel SDS-PAGE al 12,5%. Tincién azul de comassie.

Cabe mencionar que la enzima DXR es altamente conservada entre las
especies y particularmente el alineamiento de la enzima EcDXR y PfDXR
tienen una alta homologia, ello, se puede verificar realizando el alineamiento de
las secuencias de las enzimas DXR de E. coli (UniProt P45568) y DXR de P.
facilciparum (UniProt Q8IKG4) mediante la herramienta bioinformatica BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) (Figura 25).

111
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Figura 25: Comparacion de las proteinas DXR de E. coli y DXR P.
falciparum. En la parte izquierda superior de la imagen se muestra el resultado
del alineamiento de ambas proteinas, los residuos resaltados en rojo son
residuos idénticos y los residuos resaltados en azul son residuos conservados.
BLAST generd la alineacion de la secuencia de aminoacidos de DXR de P.
falciparum (a lo largo del eje y) con de DXR de E. coli (a lo largo del eje x). Al
lado derecho de la imagen se muestra la estructura 3D de ambas proteinas, las

imagenes fueron extraidas de la base de datos UniProt (Universal protein).

3.1.2. Seleccién de aptaméros especificos a la enzima DXR de

P.falciparum: Analisis de enriquecimiento

Para verificar si durante los ciclos de SELEX se alcanzé un enriquecimiento de
aptameros afines, se hicieron principalmente dos tipos de andlisis: (1) mediante
la medicidbn directa de ADNsc en cada ciclo de seleccion usando el
espectrofotometro NanoDrop (Figura 26), y (2) mediante el analisis por
citometria de flujo de pRBC incubadas previamente con los distintos grupos de
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aptameros obtenidos después de cada ciclo de seleccion (cada grupo fue

marcado con 6-FAM).

Tanto con la mediciéon directa de ADNsc como con la evaluacion de pRBCs
marcados con aptameros se observd un enriquecimiento progresivo segun
aumentaban los ciclos hasta llegar a un maximo de 60% en el ciclo 9. Sin
embargo, en el ciclo 10 se vio un estancamiento, por lo que se detuvo el
proceso de seleccion cuando la fluorescencia asociada a pRBC no fue

significativamente diferente de la detectada en el ciclo 9 (Figura 27).
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0 1 2 3 5 7 9 10

Ciclos de SELEX

Figura 26: A partir de la biblioteca de ADN aleatoria, se realizaron 10
ciclos de seleccién mediante el proceso FluMag-SELEX. El porcentaje de
rendimiento expresa la relacion entre el rendimiento real y teérico en cada ciclo.
La concentracion de ADNsc obtenida se cuantific6 mediante NanoDrop. * La
concentracion de ADNsc extraido se utilizd para calcular la masa total de
ADNsc que se une a la enzima durante las rondas de seleccién (descritas
como " ADNsc out"). A partir de la cantidad de ADNsc utilizada inicialmente en
la seleccion (descrita como " ADNsc in"), el rendimiento del ADNsc de unién
positiva se calculd a partir de la expresion: Rendimiento (%) = ADNsc out (ng)/
ADNSsc in (ng) x 100.
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Figura 27. Determinacion del enriquecimiento en aptameros especificos
para la enzima DXR de P. falciparum. Los grupos de aptameros desde el
ciclo 2 al 10 obtenidos mediante proceso de SELEX se analizaron mediante
citometria de flujo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.4.1.2.
Conforme aumenta el nimero de ciclos de SELEX aumenta también el marcaje

en la poblacion de glébulos rojos infectados con P. falciparum.

Dado que los datos de citometria de flujo sugirieron que los ultimos ciclos de
SELEX estaban enriquecidos en aptameros especificos para la PfDXR, se
procedié a subclonar el conjunto de los oligonucleétidos obtenidos después de

los ciclos 8, 9 y 10 para obtener plasmidos que contenian aptameros
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individuales. Los aptameros se clonaron en un vector pBluescript SK- en las
condiciones descritas en 2.2.1.2. Se seleccionaron 96 clones individuales, se
secuenciaron (Figura 28, A), identificaron las secuencias que mostraban el

mayor numero de repeticiones (Figura 28, C) y se sintetizaron quimicamente.

Ciclo de SELEX Numero de Comparacion entre los ciclos de .
secuencias SELEX 8 9y10 [8,9y10
8 29 _ . ‘ '
9 35 Numero de secuencias repetidas 4 6 "
10 32 Numero maximo de repeticiones por 4 6 16
Total 96 secuencia
Aptamero ' Secuencia Namero de
repeticiones
D10 ATACCAGCTTATTCAATTCACTGCCACACCACGCCCTGCCATCCGCACATCCATCGTGAGATAGTAAGTGCAATCT 16
(21A's,26 C's, 11 G's, 18 U/T's,y O N's)
D9 | ATACCAGCTTATTCAATTCACGACGGGACATACGCAACGTGATGGGTGTACATGTGGTAGATAGTAAGTGCAATCT 8
(23A’s,14C's,19G's, 20 U/T's,y O N's)
D8 . ATACCAGCTTATTCAATTCGCATCAAACCGATGTACGCGTGCCACATGTTGTTGAGTCAGATAGTAAGTGCAATCT 5
(22A's,17C's, 15 G's, 22 U/T's,y O N's)

Figura 28: Se muestra la distribucion de secuencias y resultados de la
secuenciacion. A. Numero de secuencias obtenidas en los ciclos 8, 9 y 10 del
proceso de seleccion. B. Comparacion de numero de secuencias repetidas y
maximo numero de repeticiones por secuencia de los ciclos 8, 9y 10, en el cual
se observa que a medida que se avanza con los ciclos de seleccion aumenta el
namero de repeticiones como sefial de enriquecimiento. C. Se detallan las 3

secuencias mas conservadas entre los 3 Ultimos ciclos de SELEX.

El aptamero mas conservado se le denomin6é aptamero D10
(ATACCAGCTTATTCAATTCACTGCCACACCACGCCCTGCCATCCGCACAT
CCATCGTGAGATAGTAAGTGCAATCT), cuya secuencia se encontro en 16
de los 96 clones analizados (Figura 28, C). Para generar la estructura
secundaria (2D) del aptamero D10, se utilizé el servidor web mfold de Zuker,
que se basa en el calculo de la energia libre de Gibbs, AG, de la
autohibridacion en condiciones empiricas, las condiciones bajo las cuales se

realizaron las mediciones de energia libre fueron [Na*]=1 My [Mg*#]=0M a
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25 °C. La estructura secundaria con el valor de AG predicho mas bajo se
designé como la estructura secundaria mas termodinamicamente favorable o

dominante (Figura 29).

A B Termodinamica del plegamiento: AG =AH - TAS

0 AG =-6,65 kcal/mola 25 °C

O AH =-113,40 kcal/mol

O AS =-358 cal/(K-mol)

aT, =43,5°C asumiendo un modelo de 2 estados.

[ Plegamiento lineal del ADN.

[ Condiciones ionicas: [Na]= 1M, [Mg]= 0,0 M.+

U Los errores estandar son aproximadamente +5%, +10%,
+11% y 2-4 °C para energia libre, entalpia, entropia y T,

respectivamente.
C Elemento estructural | 8G Informacion

Bucle externo -3.28|23 bases ss y 3 hélices de cierre.
Bucle interior 3.25|El par de cierre externo es C 46-G &8
Bucle de horquilla 1.10|El par de cierre es C 53-G 60

Bucle de horquilla 3.36|El par de cierre es C 34-G 38

AptameroD10 Bucle de horquilla 3.35|El par de cierre es G7-C 2!
AG =-6.65

Figura 29: Caracteristicas 2D del aptamero D10. A. Estructura secundaria
mas termodinamicamente favorable (AG = -6.65). Rojo: mas probable que sea
de una sola cadena; alto valor de ss-count. B. Termodindmica del plegamiento,
las condiciones idnicas se han derivado empiricamente. C. Detalle de los

elementos estructurales mas resaltantes.

3.2. Evaluacion de lainteraccion del aptdmero D10y la enzima DXR

A continuacion, se procedié a analizar interaccion del aptamero D10 con la

enzima DXR de P. falciparum y DXR de E. coli, para ello se utilizaron 4

métodos diferentes;: EMSA, Western blot, Dot blot e ITC.

3.2.1. Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

En estos experimentos se utilizaron preparaciones purificadas de la enzima
GST-PfDXR (Figura 23) y de la enzima de EcDXR (Figura 24). Se prepararon
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mezclas que contenian cantidades variables de enzima (desde 0,04 a 1,44 ug)

y una cantidad constante del aptamero (150 ng).

Para analizar la interacciéon mediante EMSA se sigui6 el procedimiento descrito
en 2.3.1.1. Los resultados obtenidos para el aptamero D10 se muestran en la
Figura 30. Se observa como en presencia de la enzima hubo un retraso en la
movilidad electroforética. Ademas, a medida que aumenta la cantidad de GST-
PfDXR disminuye la intensidad de la banda correspondiente al aptamero D10.
Un comportamiento similar se obtuvo con la enzima EcDXR. Sin embargo, no
se observaron cambios al realizar los experimentos en presencia de GST ni de
BSA (Figura 30). Estos resultados indican que el aptamero D10 se une tanto a
la GST-PfDXR como a la EcCDXR, pero no se unié a BSA ni a GST en ensayos
de EMSA (Figura 30).

Por otra parte, se utilizé un aptamero aleatorio denominado 700
(ATACCAGCTTATTCAATTAGTTGTGGTTGCAACTTTTTATTATTTGTTCGTA
TCTTTAAGATAGTAAGTGCAATCT) como control negativo. Dicho aptamero

fue previamente disefiado por nuestro laboratorio especificamente para ser
usado como control negativo (Lantero et al., 2020) y siempre mostré interaccion

negativa en presencia de todas las proteinas en nuestros ensayos de

interaccion.
5 2
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- 700

Figura 30: Resultados de la evaluacion mediante EMSA del aptamero D10.

A la izquierda de la figura se observan los resultados de interaccion positiva

117



entre el aptamero D10 y la enzima DXR, tanto con su forma recombinante
GST-PfDXR como EcDXR. A la derecha de la figura se observan los controles
negativos, con los cuales se demuestra que la formacién del complejo es

especifica.

3.2.2. Ensayo de Western blot y Dot Blot con aptameros

Después de observar la formacion del complejo aptdmero:enzima mediante
EMSA, se decidi6é continuar la caracterizacion del aptamero D10, para ello, se
utilizaron membranas de PVDF que contenian las proteinas BSA, GST-PfDXR
y células lisadas de E. coli. Los resultados mostraron que el aptamero D10
identifica la proteina de fusion GST-PfDXR mas no la proteina BSA o proteinas
provenientes de la lisis celular de E.coli (Figura 31, B). También, se pudo
observar sefial de interaccion del aptdmero D10 con las formas nativas de
GST-PfDXR y la EcDXR usando Dot blot y quimioluminiscencia como método
de deteccion (Figura 31, C). En suma, el aptdmero D10 identifica DXR de P.
falciparum y de E. coli en su forma desnaturalizada (Western blot) y su forma
nativa (Dot blot).

A g & B . ¥ C
g 338 8 38 x
o Sy a 3y x
& h 2 <« K 2 &) @«
KDa & 38 3 KDa 2 8 = e
Z & 8
72 - — 16} 8 w
T - -— - 72— <
- o & —D10
55- - 55— 4
- 700
35-
- 35— Dotblot
Aptamero D10 - Biotina
25— . oF
15—
i :
SDS-PAGE 12.5% 'WEStern Blot
Azul de Coomassie Aptamero D10- 6FAM

Figura 31: Identificacibn del complejo aptamero y proteina. A:

Electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas evaluadas; tincion azul
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de Coomassie. B: GST-PfDXR unido al aptdmero D10 marcado con
fluoresceina en ensayos de transferencia en Western blot. C: Dot blot (proteina
nativa) usando el aptamero D10 marcado con biotina y detectado con
quimioluminiscencia, se observa que el aptamero D10 marca la proteina
EcDXR y GST-PfDXR mas no la proteina GST.

3.2.3. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Como un paso mas en la caracterizacion del aptdmero D10, se intento
optimizar el ensayo ITC, para ello la temperatura de prueba siempre fue 25 ° C
y las variables que se modificaron en cada intento fueron el numero de
inyecciones (10, 15 y 20 inyecciones) y la relacion aptamero: proteina (1:5,1:10
y 1:20). Los experimentos con mejor resultado fueron obtenidos cuando el
equipo fue programado bajo las condiciones descritas en el apartado 2.3.1.2.
Como resultado se pudo observar una tendencia que nos indica una interaccion
exotérmica (hasta -20 pcal/s) dependiente de la concentracion de enzima GST-
PfDXR (Figura 32, A), ello se caracteriza por el aumento de la temperatura en
la celda de muestra con la adicién de ligando. Esto hace que la potencia de
retroalimentacion a la celda de muestra disminuya para mantener una
temperatura igual entre las dos celdas (celda de referencia y de muestra). A
pesar de dicho resultado, no se llegd a encontrar el equilibrio proteina:
aptamero necesario para el célculo de la Kd. Por otro lado, los experimentos de
control negativo (GST y GST-PfDXR, con y sin aptdmero, respectivamente)
muestran menor liberacién de energia (hasta -2 pcal/s) y ninguna tendencia
definida (Figura 32, B y C), y a partir de ello, se confirma que la interaccién
exotérmica observada es propia del complejo formado entre aptamero y DXR

de P. falciparum.
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Figura 32: Ajuste automatico de las pruebas ITC. A. GST-PfDXR en celda y
Aptamer D10 en jeringa. B. GST en celda y Aptamer D10 en jeringa. C. GST-
PfDXR en celda y tampdn en jeringa.

3.2.4. Determinacion de la Kd de los aptdmeros seleccionados

La Kd se determiné siguiendo por citometria de flujo la asociacion del aptamero
D10 marcado con 6-FAM unido a esferas de latex funcionalizadas con GST-
PIDXR, EcCDXR, GST o0 BSA. Los experimentos se realizaron por triplicado y se
analizaron 10000 eventos en todos los casos para hacer comparable los datos.

Teniendo en cuenta que las proteinas GST-PfDXR contienen etiquetas de 6
histidinas (6xHis) en su estructura, como control de la funcionalizacién positiva
de las esferas de latex con la proteina diana (6His-GST-PfDXR-6His) se realizo
la incubacion con un anticuerpo anti-6xHistag, dicho anticuerpo fue marcado
con un anticuerpo secundario fluorescente (6FAM). Los resultados mostraron
un evidente desplazamiento de la poblacion de esferas a la zona positiva. A su
vez, se realizd un control omitiendo el anticuerpo primario anti-6xHistag, lo cual

no mostré ningun desplazamiento a la zona positiva (Figura 33).
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Figura 33: Comprobacién de las esferas de latex conjugadas con la diana.
A. Control negativo: Incubacién del anticuerpo secundario fluorescente con las
esferas funcionalizadas con la proteina GST-PfDXR (6His-GST-PfDXR-6His).
B. Control positivo: Anticuerpo anti-6xHisTag incubado con las esferas
funcionalizadas con la proteina GST-PfDXR y detectado con el anticuerpo

secundario fluorescente.

En la figura 34, se muestra la distribucion de la poblacion de esferas segun su
intensidad de fluorescencia. A partir de la autofluorescencia de las esferas de
latex se delimita lo que sera nuestra poblacion negativa y positiva (Figura 34,
A). Esta ultima dividida a su vez en baja, media y alta. El control de
autofluorescencia luego fue restado de todas las sefiales de intensidad
resultantes del resto de condiciones. En la grafica B de la figura 34, se muestra
el resultado tras la incubacion de la biblioteca (compuesta por aptameros
aleatorios marcados con 6FAM, su marcaje y preparacién fue segun los
protocolos descritos en los apartados 2.2.1 y 2.2.1.1, respectivamente) con las
esferas de latex funcionalizadas con la enzima GST-PfDXR. En este caso se
observa un ligero aumento de la poblacién positiva, la cual es de muy baja
intensidad. Cabe mencionar, que la biblioteca fue la misma que se uso en el
proceso de seleccion M-SELEX del que se aislo el aptamero D10. Por otra
parte, para poder obtener la Kd, fue necesario hacer una diluciéon seriada del
aptamero D10 marcado con 6FAM (sintetizado por Sigma-Aldrich) y mantener
la concentracion de enzima en todas las condiciones segun se detalla en el

apartado 2.3.1.5. En la gréfica C de la figura 34, se muestra el resultado de las
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5 diluciones desde la mas concentrada a la mas diluida. Se observa que a
medida que aumenta la concentracion de aptamero D10 marcado con 6FAM la
poblacién negativa se desplaza a la zona positiva, indicando a su vez el

aumentando de su intensidad de fluorescencia.
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Figura 34: Histogramas de intensidad de fluorescencia caracteristicos de
los ensayos para la determinacion de la Kd. A. El panel muestra la
autofluorescencia de las esferas de latex. B. Se muestra el resultado tras la
incubacion de la biblioteca (aptdmeros aleatorios marcados con 6FAM) con las
esferas de latex funcionalizadas con GST-PfDXR. C. Se muestran las graficas
los resultados tras la incubacion de diluciones seriadas del aptamero D10
(6FAM) con las esferas de latex funcionalizadas con GST-PfDXR.

Finalmente, con el analisis conjunto de todos los experimentos en triplicado, se
pudo obtener la Kd. El andlisis de la interaccion entre el aptamero D10 y GST-
PfDXR indicé valores respectivos de Bmax 0,79 y Kd 0,26 uM (Figura 35, A),
qgue fueron similares a los obtenidos para la interaccion D10-EcDXR, Bmax
1,67 y Kd 0,29 uM (Figura 35, B).
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Figura 35: Analisis de afinidad del aptdmero D10. Las graficas muestran la
intensidad de fluorescencia relativa vs curva de concentracion de aptameros
marcados con 6-FAM (nM) y la correspondiente grafica de Scatchard . A.
Ensayos para la determinacion de la Kd y Bmax para la union del aptamero
D10 a GST-PfDXR. B. Ensayos para la determinacion de la Kdy Bmax para la
unién del aptamero D10 a EcDXR.
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3.3. Evaluacién funcional: Efecto del aptamero D10 sobre la actividad

enzimatica de la DXR

En una primera etapa el aptdmero D10 se evalué junto a los aptameros D9 y
D8, obtenidos a partir del mismo proceso de M-SELEX, y como control
adicional se uso la secuencia complementaria de uno de los aptameros no
candidatos provenientes del mismo proceso de seleccion
(AGATTGCACTTACTATCTCACCACACACGTACGTACGCGCATTCCGCCCG
CCATGTCGAATTGAATAAGCTGGTAT), dicha secuencia fue denominada X y
por su estructura no se espera ningun tipo de interaccion. Se prepararon las
reacciones enzimaticas segun se describe en el apartado 2.3.2.1. y para
efectos de control y andlisis se hicieron reacciones omitiendo la enzima
EcDXR, reacciones afiadiendo 0,5 pM de fosmidomicina y reacciones
afiadiendo 10 uM de cada aptamero candidato (aptamero D10, D9 y D8), y
reacciones afiadiendo 10 puM de la secuencia control X. Los resultados
mostraron que el aptamero D10 tenia un efecto de inhibicién significativo
respecto al resto de aptdmeros candidatos (Figura 36).
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Figura 36: En esta grafica se puede observar el resultado de los
aptameros candidatos sobre la actividad enzimatica. La actividad de la
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enzima EcDXR se determind mediante un ensayo espectrofotométrico
midiendo la disminucién de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion de la

coenzima NADPH y la respuesta fue normalizada. * Fosmidomicina (FOS).

A partir de los resultados previos, se hicieron mas ensayos para corroborar la
inhibicion. Por una parte, el aptamero D10 siempre mostré un efecto inhibidor
sobre la actividad de la ECDXR, que, sin embargo, era significativamente mas
débil que la fosmidomicina (Figura 37). Por otro lado, no se observé actividad
inhibidora en cultivos de P. falciparum o E. coli hasta una concentracion del

aptamero D10 de 50 uM (ver apartado 3.6).

T
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Figura 37: Cinética de la actividad enzimatica EcDXR. Se observa que
luego de afnadir el aptdmero D10 o la fosmidomicina disminuye la oxidacién de

la coenzima NADPH.

Finalmente, también se obtuvo la ICso del aptamero D10, tras seguir la cinética
enzimatica de la DXR incubada con diferentes concentraciones del aptamero.
La ICso que se obtuvo fue de 9,6 uM (con un rango de 8,704 uM a 10,59 uM
con intervalo de confianza de 95%) (Figura 38). Dicho experimento, corrobora
qgue el efecto inhibidor que se observo en los primeros experimentos es del

aptamero y que es dependiente de la concentracion del aptdmero.

125



100

75—

50

254

% Actividad enzimatica

Concentracion de aptamero (UM)

Figura 38: Representacion gréafica del analisis ICsodel aptamero D10 frente
a la enzima EcDXR. Se aprecia la respuesta normalizada versus
concentracion del aptdmero D10. Puntos con barra de error: Media y error

(Intervalo de confianza del 95%).

3.4. Caracterizacion del aptdmero D10 en pRBCs

Con el propésito de observar si el aptamero era capaz de diferenciar los pRBCs
y su localizacibn a nivel celular, se realizaron diferentes experimentos
exponiendo el aptdmero D10 a pRBCs provenientes de un cultivo de la cepa de
P. falciparum 3D7 (apartado 2.4.1.). Dichos pRBCs fueron previamente fijados
con paraformaldehido y los estudios se ampliaron con el uso de otros
marcadores especificos a Plasmodium, por un lado, de la misma naturaleza de
nuestro aptamero, es decir, un aptamero de ADN desarrollado contra la enzima
lactato deshidrogenasa de P. falciparum (PfLDH) (Cheung et al., 2013) y el
aptamero 30 que identifica pRBC (Lantero et al., 2020), por otro lado, con un
anticuerpo especifico a la proteina ferredoxina-NADP reductasa de P.
falciparum (FXR) (ab243175, Abcam), la cual se localiza en el apicoplasto. Los
detalles experimentales se describen en el apartado 2.4.1.2.
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En primer lugar, se evalué la comparacion entre los aptameros sintéticos D10 y
aleatorios 700 (control negativo) por citometria de flujo. En esta primera
evaluacion los resultados mostraron que el aptdmero D10 casi triplicaba
(1890.974) la media de intensidad del aptamero 700 (772.586) (Figura 39).

R Aptamero 700
Aptamero D10

Eventos

Fluorescencia 6-FAM
(Unidades arbitrarias)

Figura 39: Histograma comparativo de intensidad de fluorescencia entre

el aptdmero 700 (control negativo) y el aptamero D10.

En segundo lugar, se realiz6 la comparacién entre el aptamero D10 y el
aptamero 30, el cual es una secuencia previamente publicada por nuestro
grupo de investigacion (Lantero et al., 2020), en dicha publicacion se mostré la
evolucion de una familia de aptdmeros de ADN que exhiben una alta
discriminacion especifica de glébulos rojos frente a pRBC, siendo el aptdmero
30 el de mayor especificidad. Por otra parte, nuestros resultados mostraron que
el aptamero D10 identifico el 92,4% de pRBCs mientras que el aptamero 30
identifico 84,3%, por lo tanto, el aptamero D10 tiene mayor sensibilidad en la
discriminacion entre RBC y pRBC (Figura 40); sin embargo, exhibe menor

media de intensidad de fluorescencia (248.198) que el aptamero 30 (905,180)

127



(Figura 41), con concordancia con la localizacion y cantidad de enzima DXR de

P. falciparum enddgena.

Superposicién 1 Superposicion 2

Hoechst (ADN)
i) v

Fluoresceina

Hoechst (ADN)

Hoechst (ADN)

FIQ;.resééfna (Aptamero 30) Fluorescei'na (Aptéamero D10)
Figura 40. Comparacién del direccionamiento a pRBC del aptdmero D10y
aptamero 30. A. Andlisis de microscopia confocal de fluorescencia del
direccionamiento a los pRBC del aptdmero D10: Nucleos tefiidos con Hoechst
33342 (color azul), aptdmero D10-6FAM (color verde), anticuerpo anti FXR
(color rojo). En la superposicién 2, la punta de flecha de color blanco sefiala un
RBC y la punta de fecha de color negro sefiala un pRBC. Barra de escala: 10
pum. B-D. Andlisis de distribucion de poblacion por citometria de flujo: B: Control
exclusivo Hoechst 33342. C. Analisis de focalizacion del aptamero 30. D.
Andlisis de focalizacion del aptamero D10. Los porcentajes indican la fraccion
de células marcadas en relacion con el niumero total de (paneles superiores)

pPRBC y (paneles inferiores) no infectados.
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Figura 41: Histograma comparativo de la intensidad de fluorescencia de
los aptdmeros D10 (desarrollado para identificar la enzima DXR de

P.falciparum) y 30 (desarrollado para identificar pRBC por P. falciparum).

Y, en tercer lugar, tras confirmar que el aptamero D10 discrimina pRBC, se
realizaron los andlisis de poblacién por citometria de flujo junto con el analisis
de colocalizacibn mediante microscopia confocal con dos marcadores
altamente especificos a P. falciparum: Aptdmero contra PfLDH y el anticuerpo
especifico a FXR de P. facilciparum. Con estos resultados nuevamente se
evidencié que el aptamero D10 discrimina especificamente los pRBC de los
RBC. Ademas, se observé que el aptamero contra la PfLDH tiene un poco mas
de sensibilidad para la identificacion de pRBCs (91,3%) en comparacion con el
aptamero D10, lo cual concuerda con el hecho de que la PfLDH es mas

abundante a nivel celular (Figura 42).
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Figura 42. Estudio de concordancia en la identificacion de pRBC de los
aptameros D10 y LDH. A. Muestra un control con solo tincion de ADN
(Hoechst 33342). B. Analisis de citometria de flujo del aptamero LDH. C.
Analisis de citometria de flujo del aptdmero D10. D. El andlisis de citometria de
flujo con ambos aptdmeros (LDH y D10) indic6 85,9% de coincidencia. Los
porcentajes indican la fraccién de células marcadas en relacion con el numero
total de (paneles superiores) pRBC y (paneles inferiores) no infectados. Las

escalas del eje indican unidades arbitrarias de fluorescencia relativa.

Dichos, resultados de citometria de flujo fueron respaldados con las
observaciones realizadas mediante microscopia confocal. Se confirmd que
ambos aptameros tienen diferente localizacion subcelular con un coeficiente de
Manders de 27%, lo cual esta de acuerdo con el hecho de que la LDH es una

enzima citoplasmatica y la DXR se localiza en el apicoplasto (Figura 43).
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Aptamero D10 Superposicion 1 ‘guperposicién 2

Manders: 27%

Figura 43: Andlisis de localizacion subcelular mediante microscopia
confocal. Hoechst 33342 (color azul), aptamero D10-6FAM (color verde),

aptamero LDH (color rojo). Barra de escala: 2um.

Finalmente, la evaluacién utilizando el anticuerpo anti FXR de P. falciparum
confirmé la orientacion del aptamero D10 al apicoplasto. Los analisis tanto de
imagen confocal (Figura 44 y 45) como los de citometria de flujo (Figura 46)
mostraron que el aptamero D10 se uni6 a todos los estadios sanguineos del
pardsito, incluidas las formas de anillo, de acuerdo con la orientacion al
apicoplasto, el cual esta presente en todas las formas intraeritrociticas del

patogeno.
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Contraste de fase

Superposicion 2

Manders: 78%

Figura 44: Anédlisis de microscopia de fluorescencia confocal en
esquizontes. Hoechst 33342 (color azul), aptamero D10-6FAM (color verde),

anticuerpo anti FXR (color rojo). Barra de escala: 2um.
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Figura 45: Analisis de microscopia de fluorescencia confocal en etapas de
anillo. Hoechst 33342 (color azul), aptamero D10-6FAM (color verde),

anticuerpo anti FXR (color rojo). Barra de escala: 2um.
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B
Fluoresceina (Aptamero D10) Fluoresceina (Aptamero D10)

Figura 46. Estudio de concordancia del aptdmero D10 y de la enzima
ferredoxina-NADP reductasa (FXR). A. Muestra un control con solo tincién de
ADN (Hoechst 33342). B. Andlisis de citometria de flujo de la enzima FXR. C.
Andlisis de citometria de flujo del aptamero D10, la punta de flecha en el panel
superior derecho indica la poblacion en fase de anillo del parasito. D. El analisis
de citometria de flujo de ambas moléculas juntas (aptamero D10 y FXR) indicé
83,5% de coincidencia. Las escalas del eje indican unidades arbitrarias de
fluorescencia relativa. Los porcentajes indican la fraccion de células marcadas
en relacion con el niumero total de (paneles superiores) pRBCs y (paneles

inferiores) no infectados.
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3.5. Reconocimiento de bacterias por el aptdmero D10

Los resultados previos de caracterizacion evidenciaron que el aptamero D10
tiene la capacidad de reconocer la ECDXR, por ello, se decidi6é experimentar su
direccionamiento como marcador celular en bacterias. Para ello, las cepas
bacterianas E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213 fueron fijadas con
paraformaldehido y posteriormente incubadas con los aptameros D10, LDH o
700 marcados con fluorescencia siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 2.4.2. En paralelo se usaron pRBCs previamente fijadas para el
control de marcaje positivo de los aptameros LDH (especifico a LDH de
P.facilparum) y D10 (Figura 47), y asi confirmar que los aptameros funcionan
correctamente en el ensayo.

Contraste de fase Aptamero D10 Superposicion 1

Contraste de fase Aptamero LDH Superposicion 2

Figura 47. Controles de marcaje positivo con pRCBs. En la parte superior
aptamero D10 (6-FAM) que localiza el apicoplasto, y en la parte inferior
aptamero LDH (Cy5.5) que se localiza en el citoplasma del parasito.

Microscopia confocal. Barra de escala =5 pm.

Los resultados mostraron que el aptdmero D10 es capaz identificar ambas

bacterias, grampositiva y gramnegativa. El aptamero D10 reconocié a E. coli
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(Figura 48) y S. aureus (Figura 49), a diferencia de los controles con los

aptameros 700 y LDH.

Contraste de fase Aptamero Superposicion

Aptamero
D10

Aptamero
700

Aptamero
LDH

Amplificacion: Células E. coli
reconocidas con el Aptamero
D10 (6-FAM).

Figura 48: Microscopia confocal de E. coli marcadas con aptamero D10. El
cultivo de E. coli ATCC 25922 fue incubado con los aptdmeros D10 (6-FAM),
700 (6-FAM) o LDH (Cy5.5). Solo el aptamero D10 identifico las células E. coli.
Los campos mostrados son representativos de toda la lamina y de tres
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muestras independientes. El recuadro amarillo indica la zona amplificada. Barra

=10 pm.

Contraste de fase Aptamero Superposicion
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Figura 49: Microscopia confocal de S.aureus marcadas con aptamero D10.
El cultivo de S. aureus ATCC 29213 fue incubado con los aptameros D10 (6-
FAM), 700 (6-FAM) o LDH (Cy5.5). Solo el aptamero D10 identificé las células
S. aureus. Los campos mostrados son representativos de toda la lamina y de

tres muestras independientes. Barra = 10 pm.
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3.6. Evaluacion del efecto del aptamero D10 sobre el cultivo in vitro de E.

coli.

Se realizaron ensayos para observar el efecto inhibidor del aptdmero D10 en
cultivos de E. coli. Para facilitar el ingreso del aptamero al interior de la célula
se usaron cultivos de células competentes DH10B. Dichas células fueron
tratadas con 50 uM de aptamero directamente y usando choque térmico, y su
crecimiento se siguiod calculando la concentracién de bacterias (UFC/mL) en
placa de agar y por espectrofotometria segun se describe en el apartado 2.4.3.
Ademas, en la evaluacion se afadié el aptamero D9 como control negativo, el
cual proviene del mismo proceso de seleccion y no tiene efecto inhibidor sobre
la actividad enzimética de la EcCDXR segun resultados previos (Figura 36).
Finalmente, se observo que el aptdmero D10 introducido por choque térmico
dentro de la célula no afectd significativamente (P > 0,0001) la cinética de
crecimiento durante cinco horas comparado con el control (Figura 50). Lo
mismo se observé cuando fue afiadido directamente al cultivo usando la misma

concentracion (Anexo B).
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Figura 50: Seguimiento del crecimiento de células E. coli tratadas con el
aptamero D10. Las graficas muestran los resultados del tratamiento de células
E. coli con el aptamero D10 introducido por choque térmico. A. Seguimiento del
crecimiento por cuantificacion de colonias en placa de agar LB (UFC/mL). B. La
grafica muestra el crecimiento de E. coli en presencia del aptamero D10 y D9
(control negativo) medido por espectrofotometria. Concentracion de aptamero
50 uM. Error y media, SD.
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3.7. Funcionalizacién del aptamero D10

Hasta el momento todos los experimentos fueron realizados bajo la forma libre
del aptdmero D10, por ello, se propuso explorar la funcionalizacion del
aptdmero como molécula de captura sobre un soporte sélido, lo cual nos
acercaria a un primer prototipo de método de laboratorio para el diagndstico.
En suma, sobre una lamina APTE preparada con la molécula de enlace MSN,
se afiadieron 2 pL de aptdmero D10 marcado con tiol por cada concentracion,
una vez fijado el aptamero por desecacion y rehidratada la lamina, se cubrio
toda la lamina con 400 pug de GST-PfDXR y finalmente tras 3 lavados se cubrio
la lamina con 800 nM aptamero D10 marcado con 6-FAM. Considerar que entre
cada paso el exceso de las soluciones fue descartado mediante 3 lavados y la
fluorescencia resultante se visualizé con ImageQuant™ LAS4000CDD camera
system. Los detalles del procedimiento se describen en el apartado 2.5. Por
otro lado, cabe mencionar que el aptamero 700 (control negativo) se aplicé en
la misma lamina y por lo tanto fue expuesto baja las mismas condiciones que el

aptamero D10.

Finalmente, los resultados mostraron que el aptdmero D10 puede ser
funcionalizado como molécula de captura sobre un soporte y mantener su
capacidad de reconocimiento, ademas que la sensibilidad de deteccién llego a
verse hasta con la concentracion mas baja (0,5 uM) ensayada en este
experimento, lo cual sugiere que se podrian seguir explorando concentraciones
mas bajas. Por lo contrario, el aptdmero 700 no mostr6 sefial de deteccion bajo

ninguna de las concentraciones evaluadas.
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Figura 51: Resultado del ensayo del aptamero D10 como molécula de
captura de la enzima GST-DXR. La imagen muestra una lamina APTE donde
se comparan diferentes diluciones del aptdmero D10 (recuadro rojo) y el

aptamero 700 (recuadros azules).

3.8. OBTENCION DE APTAMEROS ESPECIFICOS PARA LA ENZIMA CMS
DE E. coli

A continuacion, se muestran los resultados del trabajo llevado a cabo para la
obtencion de aptameros especificos para la enzima que cataliza la tercera
etapa de la via del MEP, la CDP-ME sintasa (CMS).

Como estrategia el método SBAS (apartado 2.2.2.) se acoplo al método M-
SELEX. Por lo que, se llevaron a cabo dos procesos de seleccion de forma
consecutiva, el primer proceso consisti6 en la realizaron del método
convencional M-SELEX, y a patrtir del ciclo 9 de dicho método se inicio el

segundo proceso, el cual consistié en la realizacion de 2 rondas de seleccion
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con el método SBAS. Consecuentemente, se procedid6 a subclonar y
secuenciar el conjunto de aptameros obtenidos en el ciclo 9 (M-SELEX), esfera
anica A (SBAS) y esfera unica B (SBAS) para la obtencion de secuencias

candidatas.

Finalmente, se realiz6 un nuevo proceso SBAS, en esta ocasion se inicié desde
la biblioteca aleatoria y se observo el enriguecimiento para ser comparado con

la estrategia anterior.

3.8.1. Caracterizacion de las preparaciones de CMS de E. coli

Se disponia de dos preparaciones purificadas de la enzima CMS de E. coli
(25,737 KDa) (Figura 52), dichas preparaciones fueron purificadas con el
método IMAC descrito en el apartado 2.1.4. También se determiné su
concentracion mediante el método de Bradford y se obtuvieron como
resultados que la CMS A tenia una concentracion de 7,44 mg/mL y la CMS B
de 1,2 mg/mL. Finalmente, se escogi6 la preparacion A para los procesos de

obtencion de aptdmeros y experimentos de caracterizacion.
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Figura 52: Electroforesis en gel de poliacrilamida de las preparaciones
purificadas Ay B de CMS de E. coli. El carril 1: marcador de peso molecular
EZ-RUN BP3600-500 (Fisher Scientific). Carril 2: CMS A dilucién 1/10. Carril 3:
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CMS A concentrada. También se observa, una banda con un peso molecular
superior que corresponde al dimero que se forma durante la obtencién de la
CMS recombinante de E. coli. Carril 4: CMS B. Gel al 12,5% tefido con azul de

Coomassie.

3.8.2. Resultados del proceso M-SELEX para la obtencion de aptameros
afines a CMS

Se realizé una primera etapa de enriquecimiento a partir de la biblioteca de
ADN, se siguio el protocolo descrito en el apartado 2.2.1. con la diferencia de
que se omitié el uso de cebadores marcados con fluoresceina. Para verificar el
enriguecimiento se realizaron mediciones de rendimiento o recuperacion del

ADN usando NanoDrop en cada uno de los ciclos (Figura 53).
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Figura 53: M-SELEX para la obtencion de aptameros contra la enzima
CMS. Desde una libreria de ADN aleatoria, se realizaron 10 ciclos de SELEX
con la enzima CMS de E. coli: El porcentaje de rendimiento expresa la relacion
entre el rendimiento real y te6rico en cada ciclo. La concentraciéon de ADNsc
extraido se utilizé para calcular la cantidad total de ADNsc que se une a a la
enzima durante las rondas de seleccion (descritas como " ADNsc out"). A partir
de la cantidad de ADNSsc utilizada inicialmente en la seleccion (descrita como "
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ADNSsc in"), el rendimiento del ADNsc de unién positiva se calcul6 utilizando:
Rendimiento (%) = ADNsc out (ng)/ ADNsc in (ng) x 100.

Adicionalmente, para verificar que el sistema de M-SELEX funciona
correctamente, se evaluaron en simultaneo controles de especificidad. Para
dicha condicion, se incubaron primero 60 yL de esferas y 0,6 mg/mL CMS en
PBS, luego las esferas funcionalizadas con la proteina fueron incubadas con 8
ng/ul de aptamero marcado con 6-FAM en un volumen final de 100 ul. Todas
las condiciones fueron realizadas por triplicado y leidas en placa oscura. El
analisis estadistico ANOVA mostré que la intensidad de fluorescencia emitida a
partir de la condicion de esferas funcionalizadas incubadas con el conjunto de
aptameros del ciclo 9 es significativamente diferente a los controles negativos
con un P < 0,0001. En suma, los resultados muestran que el conjunto de
aptameros del ciclo 9 realmente contenia aptameros con afinidad hacia la CMS
y, por lo tanto, el sistema de M-SELEX usado funciona. A partir del ciclo 9 se
continuara el enriquecimiento de aptameros afines con el método SBAS, que
se detalla en el siguiente apartado.
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Figura 54: Evaluacién del sistema de seleccion M-SELEX por medicion
directa de intensidad de fluorescencia. Se observa una sefal de
fluorescencia significativamente mayor de la muestra que contiene el conjunto
de aptameros del ciclo 9 de M-SELEX y CMS con respecto a todos los
controles del sistema (P < 0,0001).

3.8.3. Resultados del proceso del método de esfera Unica o Single Bead
Aptamers Selection (SBAS)

Como parte de la optimizar la nueva estrategia SBAS, se evaluaron diferentes
condiciones. En primer lugar, se comprobd que la CMS de E.coli se une a las
esferas de latex, para ello, la mezcla de 9,6 yg de CMS con 5 ul de la
suspension 1x de esferas se incubo durante 1 h a TA, tras los lavados se
determind la cantidad de proteina unida utilizando el kit Pierce ™ BCA (Thermo
Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados de dicho
ensayo mostraron que aproximadamente 1,26 ug de CMS se une a 5 pl de
suspension 1x de las esferas de latex. En segundo lugar, continuando con el
proceso de optimizacién, se establecieron los parametros para la identificacion
de las esferas negativas y positivas mediante citometria de flujo, y se
compararon los resultados obtenidos tras la incubacién de los aptameros a 37
°C y a TA. Los resultados mostraron que la incubacion a TA permitia mayor
identificacion de esferas positivas tras ser expuestas al grupo de aptameros
marcados con 6-FAM (Figura 55).

143



A B 1 !\W AUTOF  MIF: 87.6
o | f 37°C  MIF: 192.32
e FITC + (0.0%) f
Y ] IJ TA MIF: 252.78
-
o ST r— I P1 | § 1
O 51
Emﬂ E 1
o~
=
2 3 a ] ; \
10 10 w0 10 Fluorescencia- FITC
Fluorescencia— FITC (Unidades arbitrarias)

10n°
10°

Lovuud

FITC + (4.3%)

'-k PL . |

FITC +(20.7%)

1ot
1ot

PRI

FSC-A
10°

FSC-A
10°

Lol

10°
10°

Illlllll I llllllll LI Illllll I llllllll Ll
10° o' 1 10 10 10° 10
Fluorescencia— FITC Flucrescencia—FITC

4 35

10

Figura 55: Optimizacion del método SBAS. A. Autofluorescencia de las
esferas de latex, se delimita la poblacion de esferas positivas (FITC +) y
poblacién positiva con mayor intensidad de fluorescencia (P1). B. Histograma
comparativo de la media de intensidad de fluorescencia (MIF) entre la
incubacion de los aptameros y las esferas de latex funcionalizadas con CMS a
37°C y a TA. C. Se muestra el resultado después de la incubacion a 37°C, se
observo 4,3 % de esferas FITC + del total de esferas analizadas, mientras que
P1 represento el 32,9% de las esferas FITC +. D. El resultado después de la
incubacion a TA muestra 20,7% de esferas FITC + del total de esferas

analizadas, mientras que P1 represento el 53,8 % de las esferas FITC +.

Ademas, para corroborar de que realmente se estaba separando o aislando
una sola esfera se hizo la observacion directa con microscopio de fluorescencia
del pocillo en la placa de 96 después del sorting. Otro aspecto importante de la
optimizacién fue comprobar si se podian aislar los aptameros a partir de una
sola esfera después del sorting. Después de intentar diferentes estrategias,
tales como realizar la mezcla de PCR directamente en el pocillo o afladir NaOH
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0,1 M e incubar 15 min, solo fue factible el aislamiento de los aptameros
después de incubar durante 10 min con 0,1 M de NaOH a 95 ° C la esfera FITC
+ previamente aislada, los resultados se confirmaron por PCR usando DNA
amplitools Green Marter Mix (Biotools), la medicion de concentracion y pureza
mediante NanoDrop y electroforesis de agarosa (Figura 56).
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Figura 56: Aislamiento de una sola esfera. A. Se observa una sola esfera
FITC + después de su aislamiento mediante sorting, en el recuadro blanco se
observa la amplificacion de la esfera. Microscopia de fluorescencia, imagen a
10x. B. Se muestra el producto de PCR a partir de una sola esfera, la ubicacién
de la banda de ADN confirma la amplificacion de aptdmeros unidos a la esfera

funcionalizada con CMS.

Una vez realizada la optimizacion de los aspectos técnicos del método SBAS,
se inicio el proceso de seleccion partiendo del conjunto de aptdmeros del ciclo
9 de M-SELEX previamente realizado para la enzima CMS y se prosiguio con
el protocolo descrito en el apartado 2.2.2. para el método SBAS. Con la técnica
de citometria de flujo se quiere aislar aquellos aptameros que tienen mas
afinidad por la CMS y que corresponden a aquellas esferas que presentan una
mayor intensidad de fluorescencia. Tal y como se observa en las imagenes de
microscopia de fluorescencia confocal no todas las esferas tienen la misma

intensidad de fluorescencia o son positivas (Figura 57). Paralelamente, también

145



se determind el valor de la Kd del conjunto de aptameros a partir de cada

esfera aislada (apartado 3.2.4.) como seguimiento del enriquecimiento.

Figura 57: Observacion mediante microscopia confocal de del grupo de
esferas. Las esferas de latex con CMS fueron incubadas con la mezcla de
aptdmeros de las esferas B (SBAS). Se observan esferas negativas y esferas
positivas con diferentes intensidades de fluorescencia. A. Campo claro, B. Filtro

488nm, C. Superposicion. Barra de escala = 10 uM.

Para cada ensayo SBAS es necesario realizar una serie de controles
esenciales en la citometria de flujo. ElI primero es el control de
autofluorescencia que consiste en hacer la citometria con las esferas de latex
sin incubacién con la CMS y sin afadir los aptameros (ver gréafica A, figura 58).
El resultado demuestra que las esferas de latex por si mismas no generan
fluorescencia y que no provocaran interferencias en los resultados que se
puedan obtener con esta nueva metodologia. El segundo control que se realizo
consistio, nuevamente, en utilizar las esferas de latex sin llevar a cabo la
incubacion de la CMS, pero esta vez, se adicion6 el aptamero marcado con 6-
FAM antes de llevar a cabo la citometria de flujo. Con este control se quiso
comprobar la unién inespecifica del aptamero a la esfera de latex y, con el
0,0% de FITC+, se puede decir que no se produce unidon y que no interferira en
los resultados (ver grafica B, figura 58). El tercer control, consistié en utilizar las

esferas de latex conjugadas con la proteina BSA y la subsiguiente adicién de
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aptamero marcado con 6-FAM (ver la grafica C, figura 58), se evidencia que el

grupo de aptameros solo detecto 0,1% de esferas conjugadas con BSA.
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Figura 58: Controles del método SBAS. A. Se muestran el control de
autofluorescencia. B. El control de esferas sin proteina incubadas con el grupo
de aptamero marcados con 6-FAM. C. Esferas funcionalizadas con BSA e

incubadas con el grupo de aptameros marcados con 6-FAM.

Pasados los controles, las esferas de latex conjugadas con la CMS y expuestas
a la mezcla de aptameros marcados con 6-FAM fueron analizadas. En la A de
la figura 59, se muestra que se obtuvo 20,8% de eventos positivos tras la
incubacion con la mezcla de aptameros provenientes del ciclo 9 del M-SELEX.
Debido a ello, fue necesario crear una nueva categoria que se llamoé P1 para
poder discriminar de un modo mas estricto y separar aquellas esferas que
presentaban la intensidad de fluorescencia més elevada y asi aislar mediante
sorting la esfera A, los aptdmeros unidos a dicha esfera representaran el

producto de la primera ronda del método SBAS.

Se continud con el método y se inicié una nueva ronda de SBAS a partir de la
esfera A. Como se puede apreciar en la grafica B de la figura 59, se obtuvo
80,6% de eventos positivos (FITC+). Al igual que en el ciclo anterior, se utilizd
la categoria P1 para diferenciar las esferas que tenian una mayor intensidad de

fluorescencia, no obstante, se tuvo que crear otra categoria que se llamé P2,
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gue ayudd a discriminar las esferas con mayor intensidad de fluorescencia y a
su vez aislar la nueva esfera B, los aptdmeros unidos a dicha esfera

representaran el producto de la segunda ronda del método SBAS.
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Figura 59: Analisis de citometria de flujo para la caracterizacién de las
poblaciones positivas y aislamiento de la esfera uUnica. A. A partir de la
poblacion FITC + con mayor intensidad de fluorescencia (P1l) se aislo la
primera esfera (esfera A) del proceso SBAS, el cual se inicié a partir de un
grupo de aptameros previamente enriquecidos mediante 9 ciclos de M-SELEX.
B. A partir de las esferas A se continué una nueva ronda del proceso SBAS, de
donde se aisl6 la esfera B. Al comparar los gréaficos Ay B, se puede inferir que
tanto el porcentaje de poblacion FITC + y la intensidad de fluorescencia son

mayores conforme se avanza con las rondas del método SBAS.

Para poder comparar el método convencional M-SELEX con el nuevo método
SBAS, se calcul6 la Kd y Bmax del ciclo 9 obtenido mediante M- SELEX y de la
esfera A obtenida mediante SBAS. El analisis estadistico de unidn especifica
con el 95% de Intervalo de confianza dio como resultado Bmax = 6,828 +
0,5722 IRF y Kd = 3.418 = 3.156 nM para la esfera A del SBAS, y Bmax =
2,451 £ 0,06755 RFl y Kd = 6,734 +/- 1,206 nM para el ciclo 9 del M-SELEX

(Figura 60). Con estos resultados se evidencio que con solo una ronda de
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seleccién del método SBAS se puede obtener un grupo de aptameros con casi
el doble de enriquecimiento y afinidad que el grupo de aptameros obtenidos
después de 9 ciclos del método M-SELEX. Por otra parte, ambas
representaciones de Scatchard mostraron que la poblacién del ciclo 9 de M-
SELEX tiene la tendencia a tener afinidad baja y la poblacion de aptameros
obtenida a partir de la esfera A tiene la tendencia a tener afinidad media y

multiples sitios de unién (Figura 60).
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Figura 60: Andlisis de afinidad de los métodos M-SELEX y SBAS para la
obtencion de aptameros contra la enzima CMS. A. Representacion gréfica
de Kd del ciclo 9 del M-SELEX: La grafica muestra la intensidad relativa de
fluorescencia vs curva de concentracion de aptdmeros marcados con 6-FAM en
nM obtenidos en el ciclo 9 del M-SELEX. B. Representacién grafica de Kd de la
esfera A del SBAS: La grafica muestra la intensidad de fluorescencia relativa
(IFR) vs la concentracion en nM de aptdmeros marcados con 6-FAM obtenidos
de la esfera A del SBAS. C y D. Representacion de Scatchard a partir del
analisis de la gréfica A y B, respectivamente. E. Esquema de los tipos de
afinidad segun el tipo de Representacion de Scatchard: (1) La inclinacion de la
recta representa una poblacion de afinidad alta, es decir pocos receptores o
sitios de union, (2) La inclinacion de la recta representa una poblacion de

afinidad media, es decir muchos receptores o sitios de union, y (3) La
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inclinacién de la recta representa una poblacién de afinidad baja, es decir
muchos receptores o sitios de union. Intensidad de fluorescencia relativa =
[(fluorescencia del aptamero - fluorescencia del control) /fluorescencia del

control].

3.8.4. Aislamiento de aptameros candidatos parala enzima CMS

Se realiz6 el clonaje de la mezcla de aptameros provenientes del ciclo 9 del M-
SELEX, Esfera A (SBAS) y Esfera B (SBAS). El sistema de clonaje utilizado fue
CloneJET de Thermo Scientific™. Los resultados mostraron que la
subclonacion con el CloneJET kit funciond mejor que el método de colonia azul
y blancas para la insercion de aptdmeros. con una eficiencia casi del 100%.

Tras la comprobacién de los clones, se aislaron los plasmidos y se enviaron a
secuenciar. Se compararon 78 secuencias y se escogieron los aptameros
8A(ATACCAGCTTATTCAATTCACGACGGGACATACGCAACGTGATGGGTG
TACATGTGGTAGATAGTAAGTGCAATCT, 12 veces conservado) y 10 A
(ATACCAGCTTATTCAATTCACGATGGATGTGCGGATGGCAGGGCGTGGT

GTGGCAGTGAGATAGTAAGTGCAATCT, 29 veces conservado) como
principales candidatos por ser los mas conservados. La secuencia 10A con 29
veces, representa 39,7% del total de secuencias y 55,9% de secuencias
aisladas a partir de la Esfera B (SBAS). También se evidencia un
enriguecimiento de la secuencia 10A: 2 veces en el ciclo 9 (M-SELEX), 8 veces
desde Esfera A (SBAS) y 19 veces desde Esfera B (SBAS).

El analisis de las estructuras secundarias de ambos aptameros mostré que el
aptamero 8A tiene mayor cantidad de bases con probabilidad de formar doble

cadena, ello, le confiere mayor estabilidad estructural a la molécula (Figura 61).
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Aptamero 10A Aptamero 8A
AG=-7.10 AG=-8.14

Figura 61: Caracteristicas 2D de los aptdmeros 10A y 8A. A. Estructura
secundaria del aptamero 10A mas termodinamicamente favorable (AG = -7.1).
B. Estructura secundaria del aptdmero 10A mas termodinamicamente favorable
(AG = -8.14). Las condiciones ionicas se han derivado empiricamente a 25° C:
[Na*] = 1,0 M y [Mg?*] = 0,0 M. Rojo: mas probable que sea de una sola

cadena; alto valor de ss-count (ver figura 13).

3.8.5. Evaluacion de la interaccion entre los aptdmeros candidatos y la

enzima CMS

Las preparaciones purificadas de CMS se desalaron y equilibraron en tampén
HEPES 50 mM, pH 8,0 que contenia NaCl 10 mM, Tween-20 al 0,02%. Se
prepararon diluciones con el mismo tampén y a continuacion se mezclaron 14
uL de cada preparacion con 1 puL de dilucion de aptamero (150 ng) preparada
en 0,5x TB a pH 8,0 y la mezcla se incub6 a TA durante 60 min. A
continuacion, se afiadieron a cada muestra 3 pl de tampdn de carga (glicerol al
30% en 0,25 x TB) y se cargaron en geles de agarosa al 2% preparados y
procesados en 0,5x TB a 20 V / cm. Los geles se tifieron con SyBR® Gold

Nucleic Acid (Life Technologies) y se observaron bajo luz ultravioleta.
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El cribado de interaccién de los aptameros A10 y A8 con el método de EMSA
mostré que aparentemente el aptamero A8 tiene mas afinidad por la enzima
CMS que el aptamero A10, sin embargo, dicha interaccion fue mas evidente
tan solo después de su incubacion con la concentracion mas alta de enzima.
Por lo tanto, se observo que ninguno de los aptameros mostré una interaccion
importante con la CMS (Figura 62). A pesar de ello, se llevaron a cabo mas
adelante ensayos para observar si los aptameros tenian un efecto sobre la

actividad enzimatica, los resultados se muestran en los siguientes apartados.

144 1,44 0,72 0,72 0,36 0,36 0 1,44 <« pugCMS

<< Aptamero

A8 Al10 A8 A10 A8 A10 Al10 CMS

Figura 62: Resultados de la evaluacion mediante EMSA de los aptameros
A10 y A8. Se observa un retraso en la movilidad de ambos aptameros
incubados previamente con 1,44 ug de CMS, principalmente la formacién del

complejo se evidencié con el aptdmero A8.

3.8.6. Deteccion de actividad enzimatica de la CMS por método

colorimétrico

La CMS es el tercer enzima de la via MEP. Transforma CTP y MEP en CDP-
ME vy libera también PPi. En el método utilizado para determinar la actividad
enzimatica se hidroliza el PPi a Pi afladiendo PPasa y se cuantifica el Pi
formado mediante colorimetria. Este método tiene una linealidad hasta 40 pM.

Tras comprobar la actividad de la enzima PPasa y que el colorante funciona
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correctamente, se realiza la determinacion de la concentracién de Pi generado

usando una recta patron (Figura 63).
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Figura 63. Colorimetria de fosfatos. A. Recta patron de Pi. B. Imagen de la
placa con las diferentes soluciones patron de Pi (uM) por triplicado. Permite
calcular la concentracién de fosfato producida durante la reaccién de la CMS
utilizando PPasa como enzima acoplada. El colorante ante una muestra que
contiene fosfato virara a un color verde en dependencia de la concentracion de

fosfato.

En el caso del ensayo enzimatico en presencia de aptameros, se incubaron 4
Mg de la enzima con diferentes concentraciones de aptamero (5, 10, 20 y 50
MM) en un volumen final de 21 ul con tampén Tris-HClI 100 mM a pH 7,5
durante 2 h a TA. A continuacién, se agrego el resto de los componentes de la
reaccion enzimatica, se dej6é reaccionar 10 min y se determind la actividad por
colorimetria de fosfatos como se indica en el apartado anterior (2.3.2.2.1.).
Adicionalmente se prepar6 un control sin CMS, se hizo una reaccion sin

inhibicion y una reaccion con 1,6 mg/mL de DMB.

Los resultados mostraron que las respuestas normalizadas fueron significativas

diferentes respecto al control P <0,0001. Ambos aptameros mostraron un
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porcentaje maximo de inhibicibn muy similar, 29,3% para el aptamero 8A y

26,2% para el aptamero 10A (Figura 64).
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Figura 64: Efecto de los aptameros candidatos sobre la actividad
enzimatica de la CMS medida por colorimetria. Las graficas A y B muestran
respectivamente el efecto de los aptameros 8A y 10A a diferentes
concentraciones sobre la actividad enzimatica. La actividad enzimatica fue
representada como porcentaje considerando el control de reaccion (Rxn) como

100%. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

3.8.7. Deteccion de actividad enzimatica de la CMS por medicion directa
de pirofosfato

La evaluacion mediante el método colorimétrico nos permitié optimizar las
condiciones experimentales. Sin embargo, el método colorimétrico no es muy
sensible debido a que mide la actividad de forma indirecta, mediante una
reaccion acoplada, por ello, para confirmar los resultados se repitid el
experimento usando otro método de medicion directa de pirofosfato

(Pyrophosphate Assay Kit ab112155), el cual utiliza un sensor de pirofosfato
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fluorogénico que tiene su intensidad de fluorescencia proporcionalmente

dependiente de la concentracion de pirofosfato.

Se confirman los resultados previos con el método colorimétrico, sin embargo,
el porcentaje de inhibicion del aptdmero 8A que se obtuvo fue de 37,9%,
ligeramente mayor en comparacion con el porcentaje de inhibicion obtenido con
el método de colorimetria de fosfatos (29,3%). Lo mismo ocurri6 con el
aptamero 10A (Figura 65). Para poder alcanzar dicho efecto fue necesario usar
50 uM de aptamero.
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Figura 65: Efecto de los aptameros candidatos sobre la actividad
enzimética de la CMS medido por determinacion directa de pirofosfato. A.
Las graficas A y B muestran respectivamente el efecto de los aptameros 8A y
10A a diferentes concentraciones sobre la actividad enzimética. La actividad
enzimatica de la CMS fue determinada por medicion directa de pirofosfato y fue
representada como porcentaje considerando el control de reaccion (Rxn) como

100%. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.
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Figura 66: Determinacion del ICso de los aptameros candidatos para la
enzima CMS. La gréfica muestra la comparacion del efecto inhibidor (ICso) del
aptamero 10A (ICso = 87,24 uM; 57,14 - 146,3 uM), Aptdmero 8A (ICso = 70,68
uM; 40,81 - 140,5 uM) y el Aptamero D10 (De la seleccion para DXR) mediante
medicion directa de pirofosfato y los datos fueron normalizados considerando el
control de reaccién (Rxn) como 100%. Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado y con intervalo de confianza de 95%.

3.7.8. Evaluacion del método SABS partiendo desde la biblioteca inicial

En la dltima parte de este proyecto, se realizaron 4 rondas de seleccion con el
método SBAS en esta ocasién partiendo desde la biblioteca inicial. Se
prosiguié siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2.2. En cada ciclo de
seleccidén se escogié aquella esfera que presentaba una mayor intensidad de
fluorescencia. Ademas, se determind la Kd del conjunto de aptameros de la
biblioteca, esfera A, esferas B y esfera C, en relacion con la enzima CMS. Asi,
tras el analisis de afinidad mediante la Kd se pudo observar la evolucion de la
seleccién o enriquecimiento de la poblacion de aptameros. Los resultados
muestran que en cada ronda SBAS aproximadamente se duplica la afinidad del

grupo de aptameros por la CMS (Figura 67).
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Figura 67: Analisis de afinidad de las rondas de seleccién mediante el
método SBAS. Las graficas muestran la intensidad relativa de fluorescencia vs
Curva de concentracion de aptameros marcados con 6-FAM en nM y en
recuadro la correspondiente representacion de Scatchard. A. Representacion
grafica de Kd de la biblioteca inicial. B. Representacion grafica de Kd de la
esfera A del SBAS. C. Representacion grafica de Kd de la esfera B del SBAS.
D. Representacion gréfica de Kd de la esfera C del SBAS.

Los resultados de intensidad de fluorescencia, porcentaje de eventos FITC +y
los andlisis de afinidad muestran que si se compara con el método de M-
SELEX, del que se deben hacer como minimo 8 ciclos, parece que el método
SBAS es muy esperanzador para sustituir al SELEX para la obtencion de

aptameros especificos con elevada afinidad en futuros proyectos.
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4. DISCUSION

Segun el Informe del 2021 de la OMS sobre la malaria (WHO, 2021a), en 2020
se notificaron un total de 241 millones de casos de malaria en 85 paises
endémicos, la mayoria de ellos en el Africa subsahariana. A pesar de los
recientes avances en el tratamiento, aproximadamente 627,000 muertes aln se
informaron en 2020 debido a la malaria (WHO, 2021a). En febrero del presente
afo, se cumplieron dos afios desde que se declar6 una emergencia de salud
publica de importancia internacional, que es el nivel mas alto de alarma segun
el derecho internacional, por la propagacion de la COVID-19. A modo de
comparacion, después de dos afios, se han notificado mas de 370 millones de
casos y mas de 5,6 millones de muertes, y sabemos que estas cifras son una
subestimacion (WHO, 2022). Lo que sugiere que la malaria es superior en
términos del nimero de casos a la pandemia de COVID-19. Por lo tanto, no es
una patologia que se deba descuidar y que requiere de mas esfuerzos para ser

tratada con mas eficacia especialmente en las zonas endémicas.

La resistencia del principal patégeno de la malaria P. falciparum a la cloroquina
ampliamente utilizada se ha reportado desde los afios 50 y 60 del siglo pasado.
Incluso para la terapia combinada basada en artemisinina, recomendada por la
OMS para tratar la malaria (WHO, 2020), se observo una resistencia creciente
en areas endémicas. Ademas de esto, las infecciones resistentes a los
antimicrobianos causan aproximadamente 700,000 muertes anuales en todo el
mundo, con un aumento estimado de hasta 10 millones para el afio 2050 (de
Kraker et al., 2016) (IACG, 2019). En cuanto a la gravedad de esta situacion,
un foro de mas de 20 compafiias farmacéuticas lideres en el mundo lanzé el
establecimiento del "Fondo de Accion AMR" en 2020, con el objetivo de
inversion para llevar 2-4 nuevos medicamentos al mercado para el afio 2030
(Clancy & Hong Nguyen, 2020). En conjunto, ha habido un enorme esfuerzo de
la comunidad cientifica para la identificacion de nuevas dianas terapeduticas v,
posiblemente, para la propuesta de nuevos candidatos a farmacos que podrian

usarse en areas endémicas de malaria. En medio de dicho contexto, el enfoque
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gue se plantea en el presente trabajo implica la biosintesis de isoprenoides y el

desarrollo de aptameros especificos.

Los aptameros, también llamados anticuerpos quimicos, son moléculas de
acido nucleico (ADN o ARN) de cadena sencilla que poseen la capacidad de
reconocer especificamente moléculas o regiones de moléculas de forma
semejante a como los anticuerpos reconocen epitopos en sus antigenos. En
suma, este proyecto se ha centrado en la obtencién de aptameros especificos
para dos de las enzimas de la via del metileritritol fosfato, via esencial en

microorganismos y ausente en los seres humanos.

El proyecto se ha estructurado en dos bloques, en el primero se describe la
busqueda de aptameros especificos para la segunda enzima de la via del MEP,
la desoxixilulosa 5-fosfato reductoisomerasa de P. falciparum (PfDXR)
mediante la técnica convencional M-SELEX. En este bloque se ha identificado
el aptdmero D10, que reconoce la enzima, y es capaz de marcar
especificamente los eritrocitos infectados por P. falciparum. El aptamero D10
reconoce también la enzima DXR de la bacteria modelo E. coli y actia como un
inhibidor de su actividad enzimatica. Se muestra el marcaje de las bacterias
con el aptdmero mediante microscopia de fluorescencia y se describen
resultados preliminares sobre su uso para la deteccion de la enzima DXR y la

unién a superficies del aptamero D10.

En el segundo bloque se muestran los resultados obtenidos en la busqueda de
aptameros contra la tercera de las enzimas de la via del MEP, la CDP-
metileritrtitol sintasa, CMS, de la bacteria E. coli. Se ha obtenido 2 aptameros
después de varios ciclos de seleccion, acoplando dos métodos, y se ha
analizado su interaccion con la enzima y su efecto sobre la actividad
enzimatica. En nuestro grupo de investigacion anteriormente se habia intentado
la obtencion de aptameros para la CMS, sin embargo, después de 10 ciclos de

seleccibn mediante el método FluMag-SELEX, ninguno de los aptameros
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mostré interaccion. Por ello, se parti6 desde cero usando el método
convencional M-SELEX, en el cual solo difiere en el hecho de que no usamos
marca fluorescente. Luego con el grupo de aptameros del ciclo 9, obtenido a
partir del método M-SELEX, se iniciaron rondas de seleccion con el método
SBAS, el cual tiene un enfoque de esfera Unica, y que nos permitia enriquecer
mas rapido el grupo de aptamero afines y solventar algunos inconvenientes del

M-SELEX convencional.

- Eleccion de las enzimas para la seleccion de aptameros y evaluacién

de lainteraccion

En principio, cualquiera de las enzimas de la via del MEP seria una buena
candidata para la obtencion de aptameros, ya que por un lado todas ellas son
esenciales para Plasmodium y su bloqueo detiene el crecimiento del parasito.
De forma que si el objetivo inicial era utilizar los aptameros como herramientas
terapéuticas cualquiera de ellas seria una diana adecuada. Lo mismo ocurre si
el objetivo se centra en su uso para el diagnéstico de la malaria o como
marcadores de apicoplasto ya que las siete enzimas se expresan en todas las
etapas del ciclo intraeritrocitario del parasito y se localizan en el apicoplasto.
Pero, se sabe que no todas las enzimas de una via metabdlica tienen el mismo
nivel de control sobre la via (Reinhart Heinric, 1974). Interesantemente, Vivek
Kumar Singh e Indira Ghosh determinaron los principales puntos de regulacion
de la via del MEP, y mencionan que uno de los principales mecanismos
metabdlicos que conducen a la muerte del patégeno es la reduccion del flujo a
través de la via mediante la inhibicion de aquellas enzimas que tienen un alto
coeficiente de control de flujo, siendo una de ellas la enzima DXR, cuya
inhibicion hace casi nula la sintesis de IPP y DMAPP. Ademas, por diversos
motivos la mejor caracterizada en Plasmodium es la DXR, porque cataliza la
primera etapa especifica de la via y posee un inhibidor especifico con un efecto
dependiente de la dosis, que en su momento validé a la enzima como diana
contra la malaria (Armstrong et al., 2015) (Lell et al., 2003) (Jomaa et al., 1999).
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Por lo tanto, se decidi6 empezar los estudios de aislamiento de aptameros

especificos utilizando la DXR de P. falciparum.

Hasta la fecha, s6lo unas pocas enzimas dirigidas al apicoplasto de
Plasmodium se han expresado, debido en parte a las dificultades para obtener
la enzima recombinante soluble de las células huésped de E. coli (Handa et al.,
2013) (Rohdich et al, 2001). Ademas de los sesgos de codones entre las
especies de E. coli y Plasmodium (alto contenido de GC, sitios de unién
ribosdmica, repeticiones aleatorias de codones raros, etc.), la presencia de los
motivos de sefializacion y transito resulta consistentemente en la acumulacién
de cuerpos de inclusién insolubles (Jomaa et al., 1999). Por lo tanto, se
requiere la delecién del motivo de sefializacién al apicoplasto en el gen de
longitud completa para producir una variante DXS o DXR que sea soluble y en
lo posible activa cuando se expresa en E. coli (Handa et al., 2013). En el
parasito los péptidos se separan (muy probablemente por una proteasa de
procesamiento estromal) para producir la enzima cataliticamente competente.
Por lo expuesto, la expresion de las enzimas recombinantes DXR de P.
falciparum se realizaron excluyendo la secuencia de sefalizacién al

apicoplasto.

Por otro lado, otro aspecto que se tomd en cuenta es que para poder analizar
el posible efecto inhibidor de los aptameros que se obtuvieran en el estudio
sobre la actividad de la enzima diana seria necesario disponer de
preparaciones purificadas de la misma y de un ensayo enzimatico para la
determinacién de la inhibicion. En el laboratorio se tenia experiencia previa en
la puesta a punto de ensayos enzimaticos utilizando las primeras enzimas de la
ruta del MEP: DXS, DXR, CMS y CMK, usando las enzimas recombinantes
bacterianas, especialmente de origen E. coli debido a que tienen mayor
probabilidad de expresarse en su forma soluble y activa a diferencia de las
proteinas de P. falciparum expresadas en sistemas E. coli. Sin embargo, las
enzimas HDS y HDR son sensibles al oxigeno ya que disponen de

agrupaciones FE-S que facilmente se oxidan provocando su inactivacion (Felix
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Rohdich et al., 2003), por lo tanto, su obtencién requiere procedimientos mas
complejos no disponibles en nuestro laboratorio. Por lo tanto, fue crucial
complementar el trabajo con la enzima DXR de E. coli y mas adelante con la

enzima CMS de E. coli.

Los primeros experimentos llevados a cabo en el laboratorio permitieron
obtener preparaciones purificadas de la enzima DXR, aunque el rendimiento
que se obtuvo fue muy inferior al descrito por Umeda, et al. (Umeda et al.,
2010). Se prepararon construcciones que contenian tanto la secuencia original
del gen, como la secuencia optimizada para el uso de codones de E. coli.
También se ensayaron diferentes vectores de expresion pQE-30, pET-23,
pPpRSET, pGEX-4T1 y diferentes condiciones, modificando la temperatura de
crecimiento (20 - 37 °C), la concentracion del inductor IPTG (0,01mM — 0,5mM)
y en ningun caso se pudieron obtener niveles de expresion elevados. La
expresion de proteina con el vector pQE-30 nos sirvidé para el proceso de M-
SELEX, de manera que tras muchos intentos se disponia de preparaciones
purificadas de la enzima, y aunque con cantidades pequefias se llevaron a
cabo los ensayos de seleccion. Sin embargo, debido a la baja expresion su
recuperacion era casi nula tras el proceso de purificacion e insuficiente para los
siguientes procesos de caracterizacion como la ITC que demandaba gran
cantidad de proteina. Por lo tanto, se decidi6 expresar enzima con una nueva
construccion 6His-GST-DXR-6His, lograndose una alta expresion. Sin
embargo, solo el 1% era soluble y de facil lisis, no obstante, se realizaron
también varios ensayos con diferentes condiciones de expresion para intentar
aumentar la proporcion de enzima soluble sin resultado. Por ello, finalmente se
decidié realizar un tratamiento de resolubilizacion y renaturalizacién de la
enzima insoluble. Para ello se utiliz6 urea 2M y se consiguieron obtener
preparaciones con una concentracion elevada (1 mg/mL). Se cree que tras
dichos procesos la enzima perdié su actividad y por lo tanto luego fue dificil su
purificacion. Los métodos basados en la cromatografia con resina Glutathione
Sepharose™ 4B (Fisher Scientific) y la resina Blue Sepharose™ CL-6B
(Amersham Biosciences Europe GmbH) dieron poca concentracion de proteina

y bajo rendimiento de purificacion. Es posible que los intentos con la
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cromatografia de afinidad en glutation-sepharose no dieron el resultado
deseado ya que la GST puede inactivarse de forma irreversible en el
tratamiento con urea, por otro lado, los intentos con la resina Blue Sepharose
no resultaran del todo debido a que requiere que la DXR se encuentre activa.
Solo se logré obtener suficiente cantidad de proteina para el resto de los
procesos con el método de purificacion IMAC, pasando la muestra o extracto
proteico antes de la didlisis para asi descartar las proteinas inespecificas que
unian a la columna y después de la didlisis con dos pases de purificacion. Se
pudo considerar este método gracias a que la construcciébn contiene dos
etiquetas de 6 histidinas, las cuales por ser etiquetas pequefias son mas
dificiles de desnaturalizarse y el hecho que contenga dos etiquetas de este
tipo, nos asegura que por lo menos una se mantengan lo suficientemente
expuesta para unirse a la proteina, ya que anteriormente la recuperacion
después de la purificacion era casi nula con otros vectores. También, se intentd
separar la GST de la proteina usando la enzima enterokinasa, pero los
resultados de espectrofotometria de masa mostraron que la GST forma
dimeros que se asemejaban al peso molecular de la enzima diana, por lo que
perdié sentido usar el método de exclusién de tamafio y como se menciond
anteriormente tampoco se podia usar la cromatografia de afinidad por glutation
debido a que la GST se encontraba inactiva. Con estas preparaciones se
llevaron a cabo los ensayos para analizar la interaccién entre los aptameros
seleccionados y la enzima. En todos ellos se incluyeron controles con la GST.
Por otra parte, afortunadamente la enzima DXR se encuentra muy conservada
entre las especies y se pudo expresar la DXR de E. coli para la obtencién de
proteina activa y asi poder realizar el analisis funcional de los aptameros in
vitro. Debido a su expresion soluble se pudo realizar la purificacion con un solo

paso de purificacion.

Para poder seleccionar aptameros especificos para las enzimas de la via del
MEP es necesario disponer de la libreria de secuencias de ADN, de las
preparaciones de las enzimas y de un método que permita poner en contacto
las secuencias con la enzima y escoger aquellas que se unan especificamente.

En este trabajo se utilizé una libreria que contenia moléculas diferentes, cada
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una de ellas presentaba dos fragmentos de secuencia constante en los
extremos 5 y 3’ y una region variable (ver apartado 2.2.1.). Esta libreria se
puede utilizar para la busqueda de aptameros especificos para cualquier
molécula organica, proteica o también para células o tejidos (Lantero et al.,
2020). Se decidi6 ademas que, para llevar a cabo el método a pequefa escala,
adaptado a la cantidad de muestra disponible, era conveniente que el método
cromatografico fuese sencillo. Por ese motivo se escogié utilizar esferas
magnéticas (Dynabeads), de manera que el procedimiento global es un SELEX
por separacion magnética, M-SELEX y cuando lleva marcaje con fluorescencia
FluMag-SELEX. A pesar de ello el método es laborioso, costoso y puede

llevarse meses hasta la obtencion de un enriquecimiento suficiente.

Para la seleccion de aptameros especificos para la PfDXR se realizaron 10
ciclos de FluMag-SELEX. La concentracion de aptameros obtenidos después
de la elucion de cada ronda, es muy escaso y de dificil medicion ya que
muchas veces estaba por debajo del rango de confianza del equipo NanoDrop,
por ello, para medir el enriguecimiento se requiere mas de un tipo de ensayo o
medicion, por ello, amplificamos y preparamos las muestras de aptameros de
cada ronda de SELEX y las incubamos con el cultivo de pBRCs (Figura 27) y
pudimos evidenciar el enriquecimiento, a pesar que ello resulta ser una buena
estrategia, en el supuesto caso de no contar con cultivo, otras estrategia
interesante que se puede optimizar es el seguimiento del enriquecimiento con
la enzima endonucleasa S1 (Lim et al., 2011), las muestras de baja diversidad
aparecen como bandas definidas de la longitud de ADN esperada, mientras

gue las muestras de alta diversidad son ausentes (Joseph et al., 2019).

Una vez llevado a cabo el proceso de seleccion y aislamiento del aptamero
candidato, como primera prueba de interaccion se llevo a cabo el ensayo de
EMSA, con el cual se visualiz6 que la adiciobn de las preparaciones de
aptamero D10 previamente incubado con la GST-PfDXR y aptamero D10
previamente incubado con ECDXR en el gel de agarosa provocaba un cambio
en la movilidad electroforética, apareciendo una banda adicional. En el
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presente trabajo se opt6é por trabajar con técnicas que no conlleven el uso de
radiactividad, a pesar de ser altamente sensibles, de hecho, el EMSA es un
ensayo que usualmente es realizado con radiactividad, sin embargo, para este
trabajo de tesis se realiz6 la optimizacion de un método de EMSA alternativo
que no utiliza aptameros modificados. Si bien es cierto la sensibilidad es muy
inferior, ayuda a obtener un primer acercamiento a bajo costo del potencial de

interaccion entre el aptamero con la enzima diana.

Una vez evidenciada la interaccion y por lo tanto el reconocimiento de la
enzima, se realizo la evaluacion de afinidad mediante la determinacion de la
Kd, para su obtencién se pueden usar varios métodos, tales como: Ensayo de
oligonucledtidos ligados a enzimas (ELONA), Espectroscopia mejorada de
superficie, Termoforesis a microescala, Interferometria de biocapa, ITC, EMSA,
SPR, AFM y Citometria de flujo (Godonoga et al., 2016) (Frith et al., 2018a)
(Kalra et al., 2018) (Zhang N. et al., 2021). De los cuales nosotros usamos la
medicion de la intensidad de fluorescencia por citometria de flujo (que
consisten en la medicion de la luz dispersada por particulas y la fluorescencia
observada cuando las particulas pasan en una corriente a través de un rayo
laser) debido a sus ventajas con respecto al resto de métodos: (1) decenas de
miles de esferas pueden ser examinadas rapidamente, lo que permite obtener
una muestra representativa confiable para obtener una inferencia estadistica
significativa, y los datos recopilados son procesados por una computadora; (2)
proporciona datos cuantificables de una muestra; (3) debido a la rapidez de
obtencion de datos varias muestras pueden ser procedas y comparadas el
mismo dia; (4) buena repetibilidad; (5) costo moderado; (6) no requiere
necesariamente conocer la secuencia; y (7) la mediciéon de la intensidad de
fluorescencia es mas sensible que la ITC (Kalra et al., 2018) (Zhang N. et al.,
2021). Sin embargo, para obtener mas informacién, también se intentd
mediante ITC, pero resulto ser una técnica muy costosa, la determinacién de
cada muestra llevaba horas, y requiere cantidades de muestra muy elevadas
tanto de aptamero como de proteina a diferencia del método de citometria de
flujo. Lo cual concuerda con lo que se conoce referente a la ITC, si bien es

cierto puede llegar a dar informacion relacionada a la entalpia y Kd también
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tiene desventajas tales como: (1) la gran cantidad y alta demanda de alta
calidad para las muestras; y (2) la repetibilidad de una reaccion muestral
idéntica sigue siendo deficiente (Zhang N. et al., 2021). Con el método ITC se
pudo observar una tendencia de la interaccion y evidenciar que se trata de una
interaccion de tipo exotérmica, pero, con el método de intensidad de

fluoresceina se pudo determinar la Kd eficazmente.

Como se describe, un medio para evaluar la union aptamero-diana es mediante
la medicion de constantes de union. Esta medicién también puede ser relativa
en cierto sentido; porque depende drasticamente del limite de deteccién o
sensibilidad de la técnica empleada para la estimacion. Jing y Bowser (2011) y
Gopinath et al. (2016) han discutido en detalle las limitaciones y variaciones en
las diferentes técnicas disponibles con los rangos de constante de disociacion
aparente estimada, Kd. Mientras que las técnicas altamente sensibles que
emplean radiactividad pueden medir Kd hasta un rango sub-picomolar; La
fluorescencia y la ITC pueden medir Kd limitado a nhanomolares y las técnicas
de espectrofotometria pueden medir Kd en rango micromolar (Jing & Bowser,
2011) (Kalra et al., 2018). Dada la variacion en el valor de la Kd estimada que
puede surgir técnica a técnica, es imperativo, que al comparar el rendimiento
de los aptameros relativamente, Kd para todos los candidatos se estime
mediante la misma técnica, utilizando el mismo rango de concentraciones de
aptameros, por lo tanto, todas nuestras siguientes determinaciones de Kd
fueron realizadas considerando lo descrito y midiendo la intensidad de
fluorescencia por citometria de flujo tal como se describe en el apartado
2.3.1.5.

Después de observar la interaccion del aptamero D10 se evalud su efecto
sobre la actividad enzimatica. La actividad de la DXR se determindé mediante un
método espectrofotométrico directo, por lectura de la disminucién de la
absorbancia a 340nm debida a la oxidacién del NADPH uno de los sustratos de
la reaccion. Ademas, se disponia de fosmidomicina como inhibidor especifico

de la enzima que se usé como control positivo de la inhibicion. De los
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aptameros analizados el D10 era el que ejercia un mayor efecto inhibidor, no
obstante, los valores de inhibicidbn obtenidos son menores que los obtenidos
con la fosmidomicina, el resultado es importante ya que confirma la unién del
aptdmero y su especificidad. No hay que olvidar que los aptameros se
denominan también anticuerpos quimicos ya que comparten con ellos la
capacidad de llevar a cabo el reconocimiento molecular de una regién de una
proteina. Al igual que ocurre con los anticuerpos, es posible que un aptamero
se una a una region de la enzima pero que esa unién no afecte a su actividad.
Con los aptdmeros se pueden llevar a cabo técnicas de deteccion y
cuantificacion similares al dot-blot y al Western blot, tras depositar la muestra
gue contiene la proteina en una membrana o después de separar las proteinas
mediante electroforesis y realizar su transferencia a una membrana,
respectivamente. Cuando se utiliza aptamero D10 marcado con biotina, éste
reconoce especificamente a la enzima DXR de P. falciparum, como se observa
al incubar con estreptavidina marcada con peroxidasa. Estos experimentos se
llevaron a cabo con las preparaciones de GST-PfDXR, por lo que era necesario
comprobar que la unién se realizaba sobre la PfDXR y no sobre el otro
componente de la enzima de fusion, la GST. Por ese motivo se us6 GST
recombinante, se afiadi6 a uno de los carriles del gel y se analizé en las
mismas condiciones. No se observo sefial, 1o que indica que la union se realiza
sobre la parte PfDXR de la proteina de fusion. Lo mismo se observé con el
ensayo de Western blot, ademas de comprobarse por peso molecular que

efectivamente se trata de nuestra enzima de interés.

También se hicieron experimentos para determinar si el método utilizado tenia
la suficiente sensibilidad como para detectar la presencia de la enzima en un
extracto de P.falciparum (resultados no mostrados). Se aplicaron 300 pg de
muestra a lo largo de la membrana, se separaron las proteinas por SDS-PAGE
y se cortd la membrana en tiras para que cada una sea incubada con diferentes
marcadores o controles (aptamero D10, 700, 30, LDH y el anticuerpo anti FXR).
En estas condiciones, solo el aptamero 30 dio positivo para dos bandas,
actualmente no se conoce su diana, pero el resultado indica que su diana es

mucho méas abundante que la DXR, FXR y LDH endogenas.
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El aptamero D10 identificado en este trabajo es uno de los pocos aptameros
desarrollados hasta el momento contra proteinas o enzimas de Plasmodium.
Un resultado interesante de este estudio fue el hecho de que el aptamero D10
se une también a la DXR de E. coli como se demostré por los ensayos de
retardo en la movilidad electroforética EMSA, como por el efecto inhibidor sobre

la actividad enzimética.

En paralelo con los experimentos que condujeron a la identificacion del
aptamero D10 se llevé a cabo la obtencion de aptameros especificos para otra
de las enzimas de la via del MEP, la CDP-metileritritol sintasa (CMS). El primer
paso dedicado de esta via es la sintesis del metabolito clave, MEP, por la
enzima DXR. En la reaccion posterior, CMS cataliza la citidilacion de MEP a
CDP-ME. Debido a que la inhibicién de la enzima DXR reduce drasticamente la
funciébn de la CMS en las células (Imlay et al., 2016), La CMS puede
representar un punto de control metabdlico particular del flujo de la via MEP;
por lo tanto, también fue considerada en el presente proyecto. Ademas,

también cuenta con inhibidor especifico el bromuro de domifeno, DMB.

Se disponia de preparaciones concentradas y con grado de pureza elevado de
la enzima CMS recombinante de E.coli. Dichas preparaciones se habian
obtenido a partir de la construccion pQE30-ygbP preparada previamente en
nuestro grupo de investigacion (Bernal et al., 2005). La enzima CMS de
Plasmodium cataliza la misma reaccibn aunque muestra diferencias
estructurales importantes (Bjorkelid et al., 2011). De los 22 residuos de
aminoacidos que se conservan estrictamente en la mayoria de las especies
bacterianas, (Kemp et al., 2003) solo 17 se conservan en la CMS de P.
Falciparum (Imlay et al., 2016). La CMS posee el sitio activo menos lipofilico
entre las enzimas de la via MEP (Imlay et al., 2016) y ha recibido una atencién
renovada. Si bien el sitio activo de CMS es particularmente polar y
tradicionalmente dificil de atacar con analogos de sustrato, tal vez la

generacion de aptameros especificos para el sitio activo de la enzima pueda
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solventar dicha dificultad. Por otro lado, utilizamos la CMS de E. coli como
modelo porque es mas factible la obtencion de la enzima recombinante en su
forma soluble y también por ser mucho mas pequefia que la CMS de P.
falciparum, lo cual podria acotar la seleccion de aptdmeros especificos al area
del sitio activo de la enzima, de tal manera que los aptameros que tengan un
efecto inhibidor puedan también inhibir la zona del sitio activo conservada de
otras especies. En esta etapa la estrategia de seleccion implico el uso de dos
métodos acoplados, el método M-SELEX sin marcaje fluorescente y el método
SBAS, este Ultimo representa una nueva propuesta o enfoque basado en el
aislamiento de una sola esfera. Finalmente, nuestros resultados nos llevaron a
la evaluacion de 2 aptameros candidatos, se analiz6 su efecto sobre la
actividad enzimatica y su interacciébn se evalu6 mediante EMSA, en dichos

ensayos no se requiere el marcaje fluorescente o de otro tipo.

En los siguientes guiones se discute con mas detalle los resultados relativos a
la caracterizacion del aptamero D10 desarrollado para la enzima DXR, los dos

candidatos para la enzima CMS, asi como las estrategias de seleccion.

- Potencial del aptdmero D10

El impacto de la malaria en la salud mundial ha impulsado continuamente la
necesidad de descubrimiento de dianas farmacolbégicas, nuevos enfoques
terapéuticos y de diagnodstico. Diferentes estrategias de control han sido
efectivas, pero limitadas por herramientas de diagnostico temprano ineficaces
para la deteccion, especialmente, en entornos de baja parasitemia y vigilancia
en entornos de baja transmisiéon. La capacidad de detectar individuos
asintomaticos tendra un gran impacto en la dinamica de transmision, el control
de la malaria y, posiblemente, hacia la eliminacion. Las pruebas de diagnostico
pueden ayudar a los proveedores de servicios de salud a investigar mas a
fondo otras etiologias de enfermedades febriles; prevenir enfermedades graves

y muerte probable; reducir el presunto uso de medicamentos antipaltdicos y los
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efectos secundarios asociados; y mitigar la rapida aparicion y propagacion de
la resistencia a los medicamentos. También podria reducir el grupo de

personas que pueden contribuir a la transmision de la malaria.

Por lo expuesto, en el presente trabajo nos hemos esforzado en el desarrollo y
caracterizacion de aptameros como estrategia contra la malaria, y entre
nuestros resultados mas resaltantes logramos aislar el aptamero D10 que
interactia con la DXR de P. falciparum y la DXR de E.coli. En nuestros
ensayos para la evaluacion del efecto del aptamero D10 sobre la actividad
enzimatica y sobre el crecimiento de E. coli in vitro, se evidencié que a pesar
de que se une a la enzima, el aptamero no es un buen inhibidor de la actividad
de la enzima EcDXR. Por lo tanto, el empleo a futuro del aptamero D10 como
agente terapéutico pierde fuerza, pero, su uso como biosensor o biorreceptor
para desarrollar estrategias de diagndstico mas efectivas que puedan superar
las deficiencias en la deteccion precisa y temprana, cobra relevancia
especialmente después de analizar nuestros resultados de caracterizacion in
situ con cultivos de pRBCs fijados. Para dicha caracterizacion usamos uno de
los biomarcadores de diagndstico de la malaria mas importantes, la enzima
lactato deshidrogenasa del parasito (pLDH), la cual desempefia un papel
catalitico en la via glucolitica durante las etapas intraeritrocitarias de
Plasmodium. Es producida por parasitos metabdlicamente activos dentro de los
pRBCs. De hecho, en el desarrollo de biosensores para deteccion de
biomarcadores de malaria en muestras clinicas, la elecciéon de PfHRP-2 y LDH
sigue siendo predominante, similar a las PDR (Hemben & Ashley, 2017). Sin
embargo, hay un aumento en la preferencia por pLDH posiblemente debido a la
persistencia de la respuesta antigénica PfHRP-2 durante varias semanas
después de la eliminacion del parasito y los informes de cepas mutantes de
Africa y Asia con genes PfHRP-2 eliminados (Krampa et al., 2020). El aumento
de la preferencia por sondear la enzima pLDH en sangre parece una mejora en
el diagnostico de la malaria, ya que su concentracion se correlaciona con la
densidad del parasito e implica parasitos metabodlicamente activos. Por ello, se
han venido evaluando varias herramientas nanotecnolégicas para fortalecer el

aislamiento y la aplicacion de nuevos aptameros para el diagnéstico de la
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malaria dirigidos a la enzima LDH de Plasmodium: Aptamero 2008s que
interactda con la PfLDH (Dirkzwager et al., 2015), aptamero pL1 que interactia
con PvLDH y PfLDH (Jeon et al., 2013), y aptameros P38 (Jain et al., 2016) y
LDHp 11 (Frith et al., 2018) que interactian con la PfLDH. Entre los aptameros
contra LDH nombrados, para el presente trabajo de investigacion escogimos el
aptamero 2008s, este aptamero fue patentado por Tanner et al., y es uno de
los mas caracterizados hasta la fecha. En su caracterizacion se observé que no
inhibe la actividad enzimatica de la PfLDH ni de la LDH de los controles
humanos (hLDH). Para comprender esta ausencia de actividad inhibitoria,
sobrepusieron la estructura del complejo aptamero-PfLDH con la estructura de
la PfLDH previamente resuelta unida al cofactor (cédigo PDB ID: 1LDG) y
observaron a nivel general que el aptdmero se une en un sitio distinto de los
sitios de union del sustrato, pero cerca de los sitios de unién del cofactor. La
unién del aptamero a PfLDH puede bloquear la unién del extremo adenina del
cofactor NADH. Sin embargo, al mantener el bucle de especificidad del sustrato
en una conformacion abierta, el NADH aln puede entrar en el sitio activo en
una conformacion diferente, lo que explica la ausencia de actividad inhibitoria
del aptamero a pesar de la unién estrecha a la enzima (Cheung et al., 2013).
Creemos que algo similar podria suceder con el aptamero D10, tampoco se
uniria al sitio activo de la enzima, sin embargo, su ligero efecto inhibidor sobre
la actividad enzimatica in vitro podria deberse a que posiblemente también este
bloqueando parcialmente la interaccion de la enzima con otras moléculas tales
como el cofactor NADPH, sin embargo, se requiere mayor evidencia para
confirmar dicha posibilidad. Por otra parte, se ha descrito que la especificidad
del aptdmero 2008s de ADN se logra mediante la union discriminatoria a un
bucle que esta presente solo en el P. falciparum pero no en la enzima lactato
deshidrogenasa humana, lo cual lo hace idoneo como herramienta para el
diagnostico, y particularmente, como herramienta para validar nuestros datos
de caracterizacion del aptdmero D10 in situ mediante citometria de flujo y
microscopia confocal. De hecho, a pesar de que el aptdmero 2008s viene
siendo ampliamente estudiado, es la primera vez que se observa su
direccionamiento en pRBCs. La LDH es una enzima localizada en el citoplasma
(Frith et al., 2018) y es abundante en parasito a diferencia de la enzima DXR

gue encuentra en el apicoplasto. Por lo tanto, como era de esperarse nuestros
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resultados mostraron que el aptamero 2008s no colocaliz6 con el aptamero
D10, ello, confirmado con un coeficiente de Manders de 27% (Figura 43), y con
respecto a la discriminacion de los pRBCs de los glébulos rojos sin parasitar, el
aptdmero 2008s manifestd ser mas sensible al detectar el 91.3% de pRBCs
frente a un 87% de pRBCs detectados por el aptdmero D10 (Figura 42).

A su vez, para validar dichos resultados y confirmar que el aptamero D10
efectivamente esta localizando la enzima DXR en el apicoplasto, escogimos
como marcador especifico a la enzima ferredoxina-NADP(H) reductasa (FXR)
de P. falciparum, que al igual que las enzimas de la via del MEP se sintetizan
en el nucleo y se localizan en el apicoplasto. La ferredoxina (FX) depende de la
FXR para forman una cadena corta de transporte de electrones que
proporciona poder reductor para la sintesis de precursores isoprenoides
(Balconi et al.,, 2009). El ultimo paso de reaccion de la via del MEP esté
catalizado por la enzima IspH que contiene un grupo [4Fe-4S]. Rohrich et al.,
demostraron que IspH de P. falciparum es cataliticamente activo en presencia
de un sistema de transferencia de electrones dependiente de NADPH que
comprende FX y FXR. Lo cual sugirié que el sistema redox FX/FXR reductasa
sirve como donante fisioldgico de electrones para IspH en el apicoplasto de P.
falciparum y posiblemente también de la enzima IspG (Réhrich et al., 2005).
Ademas, la eliminacion de la FX se asocio con una disminucion dramatica en
los niveles celulares de los dos ultimos metabolitos en la biosintesis de
isoprenoides, HMBPP y DMAPP/IPP (Henkel et al., 2022). En suma, este
sistema redox es de importancia primordial para el parasito y su estrecha
vinculacién con la via del MEP hacen que la FXR sea un marcador apico-
especifico ideal para evaluar la deteccién de la enzima DXR en la célula de P.
falciparum por el aptamero D10. En efecto, nuestros resultados mostraron que
la FXR detectada por un anticuerpo anti-PfFXR (Abcam) colocaliza con la DXR
detectada por el aptamero D10, con un coeficiente de Manders de 74% y 78%
(Figura 44). Por lo tanto, se confirma que efectivamente, nuestro aptamero
reconoce la enzima DXR in situ y que, ademas, al igual que el anticuerpo anti-
PfFXR puede ser usado como biosensor para la localizacion del apicoplasto.

Ademas, ambos biosensores, tienen una sensibilidad similar para discriminar
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pRBCs de los no parasitados (Figura 46), lo cual concuerda con el hecho de
gue la localizacion de ambas enzimas se ve focalizada dentro de un organulo
subcelular y que posiblemente su nivel de abundancia esté relacionado debido
a que su actividad funcional se intercepta en la misma via metabdlica. Otra
similitud observada, es que ambos biosensores pueden reconocer estadios
tempranos (Figura 45) y tardios del parasito (Figura 44). La localizacion precisa
de proteinas en células fijadas es importante para muchos estudios en biologia
celular, pero una buena fijacion es a menudo antagonica a un buen
inmunoetiquetado, dada la densidad de células bien conservadas y el tamafio
de la mayoria de los anticuerpos. Por lo tanto, es interesante seguir explorando

aptameros como alternativa a los anticuerpos.

Los analisis comparativos del aptamero D10 con dos biosensores altamente
especificos, el aptdmero 2008s y el anticuerpo anti-PfFXR dieron resultados
interesantes, que se refuerzan alin mas con los resultados obtenidos tras la
comparacion del aptamero D10 con un aptamero inespecifico denominado 700
y un aptamero desarrollado contra pRBCs denominado 30, ambos aptameros
fueron desarrollados en nuestro laboratorio; el disefio del aptamero 700 se
baso6 en la misma biblioteca que dio origen al proceso de selecciéon Cell-SELEX
realizado para la obtencion del aptamero 30 (Lantero et al., 2020) y al proceso
M-SELEX descrito en el presente trabajo para la obtencién del aptamero D10.
En la publicacion que abarca el desarrollo del aptamero 30, se describié que
tiene una union altamente especifica a pRBCs versus globulos rojos no
infectados. No se conoce la molécula diana, pero se sabe que puede detectar
P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae. Interesantemente, se menciona
que las secuencias descritas en ese desarrollo, incluyendo el aptamero 30,
mostraron una mejora >30 veces en la deteccion de pRBCs en relacion con
2008s.

En general el aptamero D10 mostré ser un marcador para discriminar glébulos
rojos parasitados con P. falciparum de los no infectados. Al compararse con el

aptamero aleatorio 700 se pudo descartar que su efecto sea debido a su
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naturaleza ADNsc, y su especificidad y sensibilidad para el reconocimiento de
los pRBC fijados se corrobor6 comparandolo con el aptdmero 30, LDH y
anticuerpo anti-FXR. Efectivamente, nuestros resultados mostraron que el
aptdmero D10 es mas sensible para el reconocimiento de pRBC fijados en
relacion con el aptdmero 30 (Figura 40), lo cual es de esperar debido a que la
enzima DXR se encuentra en todas las fases eritrocitarias del parasito, en
cambio la diana del aptamero 30 todavia debe ser identificada. Ademas, se
observé que la media de intensidad de fluorescencia del aptdmero D10 era
menor en relacion al aptamero 30 (Figura 41), lo que va acorde con la
localizacion y cantidad de enzima DXR de P. falciparum endégena, ademas, se
debe de considerar que el aptamero 30 posiblemente de mayor sefial o
intensidad de fluorescencia debido a que fue desarrollado a partir de su
exposicibn a células enteras y por lo tanto, su diana deberia ser mas
abundante y de localizacion mas superficial 0 expuesta que la DXR, que se
encuentra en interior del apicoplasto. En suma, segun nuestros resultados el
aptdmero D10 es mas sensible que el aptamero 30, pero menos sensible que
el aptamero 2008s para la deteccién de pRBCs. Sin embargo, si nos guiamos
por los resultados previamente publicados por Lantero et al., el aptamero 2008s
deberia ser el de menor sensibilidad para la discriminacién de pRBCs, ello,
discrepa de nuestros resultados, pero hay que tener en cuenta que las
condiciones experimentales fueron diferentes: la forma de permeabilizacion de
las células fue con saponina en cambio todos nuestros experimentos fueron
realizados con pRBCs fijados con paraformaldehido, ademas, utilizaron
aptdmeros marcados con biotina, en cambio nuestros experimentos fueron
realizados con aptameros marcados con fluorocromos. En este sentido son
varios los estudios (Lantero et al., 2020) (Sosic et al., 2011) en los que se
observa que las modificaciones en los aptdmeros pueden afectar o repercutir
en la afinidad de unién de los aptameros con su molécula diana, por lo tanto, el
bajo nivel de deteccion observado con el aptamero 2008s puede deberse al
tipo de marcaje (Biotina) y sistema de deteccion utilizados en ese trabajo. Cabe
mencionar, que a lo largo del presente trabajo de tesis el aptamero D10 fue
evaluado sin modificaciones y con modificaciones tales como el marcaje con

6FAM, biotina y tiol, y con ninguna de las modificaciones se vio perdida de
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deteccidn, lo cual sugiere que se puede manipular para el disefio de diferentes

tipos de pruebas.

Las evaluaciones in situ con pRBCs fijados, nos indican que el aptamero D10 al
parecer podria ser un biosensor ideal para detectar la infeccion en la etapa
eritrocitaria debido al numero exponencialmente elevado de parasitos, sin
embargo, resulta dificil proponer a la enzima DXR como un biomarcador ideal
en muestras de sangre de pacientes debido a la baja cantidad de DXR
enddégena en comparacion a la expresion de enzimas tales como la LDH vy
también por ser mas dificil acceder a ella por su localizacion en el apicoplasto.
A pesar de ello, el aptimero D10 podria usarse como biosensor para
investigacion o para potenciar pruebas de diagndstico en combinacion con
otros biomarcadores especificos. Lo ultimo se ha venido llevando a cabo en
pruebas PDR, que se han vuelto populares para el diagndéstico de malaria en el
POC, por ejemplo, las PDR que combinan aldolasa/PfHRP-2 (Krampa et al.,
2020). Actualmente, las PDR disponibles comercialmente tienen menos
sensibilidad que las técnicas alternativas basadas en laboratorio, por lo que no
proporcionan la sensibilidad y la cuantificacion comparables a la microscopia
estandar de oro o la PCR. Estas limitaciones requieren la necesidad de
desarrollar otras tecnologias de diagnostico con sensibilidades mejoradas, al
tiempo que se garantiza la simplicidad, la robustez y la rentabilidad. Los costos
unitarios de las PDR de malaria en muchos paises africanos se encuentran
dentro del rango no subsidiado de USD 2,54 - 2,83. Sin embargo, un estudio en
Uganda revel6 que los consumidores estaban dispuestos a pagar un promedio
de USD 0,53. Las perspectivas de que algunos aptasensores se estimen en 1
USD o menos por prueba, propone una reduccién significativa de los costos
generales de atencion médica en las regiones tropicales empobrecidas donde
prevalece la malaria (Cohen et al., 2015). Bajo dicho contexto, los
aptasensores han recibido un interés considerable en medio de los esfuerzos
por mejorar y miniaturizar pruebas para el diagnéstico en dispositivos portatiles.
Algunos de estos avances recientes han incluido, sistemas Opticos,

electroquimicos y de microfluidica basada en chips, muchos de los cuales han
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logrado sensibilidades comparables con los métodos de diagndéstico

tradicionales.

Varios de los prototipos para el desarrollo de dispositivos portatiles que se
vienen desarrollando a base de aptasensores (Tabla 1) se caracterizan por la
inmovilizacién del aptamero modificado con tiol en el extremo &’, Singh et al.
lograron inmovilizar con éxito el aptdmero NG3 marcado con tiol en un
electrodo de oro y Figueroa-Miranda et al., hicieron lo mismo con el aptamero
2008s (Singh et al., 2019) (Figueroa-Miranda et al., 2018). El enlace covalente
tiol-oro confiri6 una alta estabilidad de inmovilizacién al aptamero y pudo
regenerarse y reutilizarse hasta tres veces sin pérdida de rendimiento analitico.
Por ello, hicimos un primer prototipo de prueba tipo sandwich inmovilizando el
aptdmero D10 tiolado a una lamina APTE (Figura 21). Observamos que el
aptamero modificado con tiol en el extremo 5 e inmovilizado se mantuvo
funcional y pudo capturar a la enzima (Figura 51). Eso sugiere que el aptamero
D10 es una herramienta flexible que se podria utilizar y acoplar a sistemas mas
sensibles de deteccion, como, por ejemplo, los sistemas electroquimicos, que
utilizan EIS, FET y FRET, y que de forma similar a los avances llevados a cabo
con el aptamero 2008s se podria modelar o integrar a futuro para dispositivos
autonomos aprovechando las técnicas tales como la impresiéon 3D y la
microfluidica basada en chips para el despliegue en campo. La mayoria de los
biosensores se basan en los principios de inmunoensayo e involucran maltiples
pasos, lo que dificulta y encarece su uso en campo. Por ello, la tendencia seria
la simplificacion del prototipo llevado a cabo con el aptamero D10. Ademas,
podria ser interesante evaluar si el aptdmero sigue funcionando con otros
métodos que no involucren la modificacion del aptdmero con tiol, ya que ello
podria disminuir los costos, un ejemplo, seria el ensayo de deteccion basado
en surfactante catiénico que funcion6 con los aptameros pL1 y p38 (Lee et al.,
2014) (Jain et al., 2016).

Otro punto que quisimos abordar fue el observar si el aptamero podia funcionar

como biosensor en bacterias debido a que la contaminacion bacteriana se ha
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convertido en una preocupacion creciente en el control de enfermedades, el
diagnéstico clinico, el monitoreo ambiental y el andlisis de incrustaciones de
alimentos, entornos hospitalarios e instrumentaciéon quirargica (WHO, 2014)
(MacKinnon et al., 2020). Los resultados mostraron que el aptdmero D10
reconocio células de E. coli (Figura 48) y S. aureus (Figura 49). El resultado
con las células de E. coli estaria acorde con la presencia de DXR enddgena en
la bacteria y con nuestros resultados de interaccion del aptdmero D10 y
EcDXR. Por otro lado, si bien S. aureus, S. epidermidis y S. lugdunensis
poseen cada uno todos los genes en la via del mevalonato, también han
retenido algunas enzimas de la via del MEP, tales como la CMS, pero no la
DXR. En S. aureus la enzima CMS esté involucrada en la via de biosintesis del
acido poli(ribitol fosfato) teicoico, que forma parte de la biogénesis de la pared
celular (Pereira et al., 2008). Por ello, tal vez resultaria ser mas esencial su
conservacion a diferencia de la DXR y se explicaria su ausencia. Por lo tanto,
el marcaje positivo de la bacteria a pesar de la ausencia de DXR en S. aureus
podria estar indicando una reaccion cruzada, el aptamero D10 estaria
reconociendo mas de un blanco aparte de la enzima DXR. En efecto, uno de
los posibles inconvenientes que pueden presentar los aptdmeros seleccionados
in vitro para una diana purificada es que no funcionen adecuadamente frente al
microorganismo completo o in vivo como se esperaba, debido a la diversidad
de moléculas y la complejidad estructural de la diana in vivo (Maomian Fan et
al, 2008) (Pan et al., 2018). La unién cruzada a moléculas inespecificas podria

limitar el uso del aptdmero para la deteccién en muestras bacterianas.

Lo observado en nuestros resultados de actividad enzimatica (Figura 38) y en
cultivo (Figura 50) con concentraciones hasta 50 uM de aptamero D10, sugiere
que el aptdmero no se une al sitio activo de la DXR y ello, nos deja una gran
zona con muchisimos sitios probables de interaccion que a su vez pueden
asemejarse a otras proteinas. Ademas, la capacidad de unién de los aptameros
esta influenciada no solo por su compatibilidad estructural sino también por las
interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno que dependiendo en gran
medida del tipo de experimento pueden verse condicionadas inclusive por el

tipo de buffer (Stovall et al., 2004) y tasas de difusibn de ADNsc en células
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fijadas (Stanlis & Mcintosh, 2003). Por lo que a nivel experimental es posible
que algunas variables condicionasen la interaccion del aptdmero con una
proteina inespecifica de S. aureus. Sin embargo, la sospecha de una reaccion
cruzada sigue siendo la hipotesis mas fuerte, que los aptameros al igual que
los anticuerpos pueden manifestar interacciones inespecificas. Tanner et al,
durante la estandarizacion de la prueba APTEC observaron interacciones
electrostaticas no especificas con los aptameros de ADN, pero que luego
pudieron evitar ajustando las condiciones de union (Dirkzwager et al., 2015).
Algo similar podria haber ocurrido con el aptamero D10, sin embargo, todavia
esta por dilucidar si el motivo del marcaje positivo se debe a una afinidad del
aptamero D10 para una proteina inespecifica de S. aureus, o si es debido a
condiciones técnicas. Para ello, se podria realizar mas ensayos con otras
bacterias grampositivas y gramnegativas, especialmente incluir otras especies
de S. aureus, ademas afiadir aptasensores especificos para bacterias como
controles. Hasta la fecha se sabe poco sobre qué exactamente determina las
interacciones especificas de los aptameros con sus dianas, se han resuelto
pocas estructuras de los complejos diana y aptamero de ADN, la mejor
estudiada es el aptamero G-quadruplex que se une a la trombina (Pasternak et
al., 2011). Un aptamero de ADN que se une al factor Von Willebrand mostré
una estructura de tres tallos de ADN principalmente en forma de B con algun
emparejamiento de bases no canénico (Huang et al., 2009), y recientemente,
se resolvio la estructura de un innovador aptamero (SOMAmer) unido al factor
de crecimiento B derivado de plaquetas, revelando la union a través de una
superficie hidrofébica que imita como el factor se une a su receptor (Davies et
al., 2012). En general, los mecanismos de union suelen diferir, por ejemplo, la
estructura de horquilla distorsionada reportada para el aptamero LDH (2008s)
es bastante distinta del aptamero G-quadruplex que se une a la trombina y al
SOMAmer que exhibe una interfaz de union hidrofobica (Cheung et al., 2013).
Por lo tanto, es necesario mas estudios que expliquen los mecanismos por los
cuales los aptameros de ADN alcanzan especificidad, ya que el vacio que
existe al respecto puede implicar un sesgo en el desarrollo de aptasensores
(Miyachi et al., 2010) (Baird, 2010) (Tucker et al., 2012). También hay que
considerar que la afinidad del aptamero D10 puede mejorarse, y asi aumentar
su especificidad, tal y como se hizo con el aptamero LDH (2008s), el cual no
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lleva los extremos de unidn a cebador (Cheung et al., 2013) y por lo tanto es
mucho mas pequefio que el aptdmero D10. La estructura secundaria del
aptamero D10, muestra varias regiones con alta probabilidad de mantenerse
como una sola hebra (Figura 29), lo que implica que una gran parte del
aptdmero tiene nucle6tidos no apareados propensos a formar enlaces de
hidrogeno intermoleculares con proteinas, que en conjunto con las
interacciones basadas en compatibilidad estructural e interacciones
electrostaticas ayudan a que el aptdmero interaccione con su diana (Choi &
Ban, 2016), sin embargo, no se descarta que se formen puentes de hidrogeno
con moléculas inespecificas, lo cual podria solventarse con una optimizaciéon
adecuada del aptamero, por ejemplo, al disminuir el tamafio, podria disminuir la
probabilidad de uniébn con moléculas inespecificas y a su vez aumentar la

especificidad.

En suma, faltaria mas pruebas y contrarrestar con otros tipos de ensayos y
evaluaciones con otras especies bacterianas para verificar si efectivamente se
trata de una reaccion cruzada y si se da lo mismo con otras especies. Lo cual
es crucial si se desea aplicar el aptdmero D10 para la deteccion de bacteriana,
por lo pronto, el aptamero D10 ha demostrado ser una buena molécula de
marcaje para discriminar pPRCBSs de los globulos rojos sin parasitar y para la
localizacion del apicoplasto en P. falciparum. También ha mostrado ser un
potencial aptasensor por potencial de adaptacion a diferentes sistemas de
deteccion y que cuya afinidad puede aun ser optimizable. Por ello, se pueden
seguir explorando su potencial para uso en investigacion, diagnostico o como
coadyuvante en nanoconjugados para fines terapéuticos especificos tanto para
E. coli, y P. falciparum, y posiblemente para otros microorganismos patdogenos
gue comparten la via del MEP.
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- Obtencion de aptdmeros para la CMS. Nuevo enfoque de seleccidon

Es necesario un disefio cuidadoso del proceso de seleccién para mejorar la
especificidad de los aptameros identificados, que pueden distinguir mejor las

moléculas estrechamente relacionadas a bajas concentraciones.

La alta variacion de las estructuras complejas de las dianas son factores
adicionales que pueden influir en el rendimiento de los aptdmeros. Es
importante continuar desarrollando procedimientos SELEX mas simples y
eficientes (que requieren menos tiempo en la seleccion) para desarrollar
aptameros especificos y/o universales contra diversos microorganismos

patdégenos.

Varios autores han usado la estrategia de acoplar dos metodologias de
selecciéon para aumentar la probabilidad de encontrar aptameros con alta
afinidad para su diana (Lou et al., 2009). Nosotros acoplamos dos métodos, el
método M-SELEX convencional y el método SBAS, este ultimo fue ideado
usando los materiales y herramientas asequibles en el laboratorio. Basados en
nuestra experiencia con el método convencional nos dimos cuenta al observar
las esferas con microscopia de fluorescencia que no todas las esferas eran
positivas o daban la misma intensidad de fluorescencia después del ciclo de
FluMag-SELEX, a pesar de que las esferas eran sometidas por igual a las
incubaciones y lavados durante todo el proceso. Por ello, quisimos acercamos
a las esferas que, si daban mayor intensidad de fluorescencia, debido a que en
teoria se trata de esferas que capturaron mayor cantidad de aptdmeros afines.
Ademas, el poder aislar una sola esfera que evidencia el complejo positivo
proteina-aptamero, nos permitiria descartan gran parte de aptameros

inespecificos o de débil afinidad.

De manera semejante, Tok y Fischer (Tok & Fischer, 2008) decidieron

desarrollar un enfoque SELEX de microesfera Unica eficiente y facil de ejecutar
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para generar aptdmeros ADNsc de alta afinidad contra la neurotoxina
botulinica. Para ello, a diferencia de los medios tradicionales que exponen la
biblioteca ADNsc a miles de microesferas conjugadas con la diana, expusieron
la biblioteca a una sola microesfera. Plantearon la hipotesis de que al reducir
drasticamente la cantidad de moléculas diana, solo se espera que los
aglutinantes de ADNsc mas afines permanezcan unidos a la diana expuesta
después del periodo de incubacion (Las secuencias débiles seran desplazadas
por los aglutinantes de mayor afinidad). El proceso lo realizaron bajo un
estereomicroscopio de fluorescencia, esferas de 90 — 100 um y 1 nmol de
biblioteca que lleva 104 secuencias diferentes. Sus resultados sugirieron que
los aptameros de alta afinidad se pueden generar en un solo ciclo de seleccion,
ya que solo hay una disminucion minima en los valores de Kd de los grupos de
aptdmeros de los ciclos 1 a 2. Otros investigadores también trataron de
optimizar el tiempo de obtencién de aptameros, por ejemplo, el MonoSELEX
planteado por Nitsche (Nitsche et al., 2007), el ASExp planteado por Fan M.
(Fan et al., 2008) o el enfoque novedoso de Yang et al., en el 2002, en el que
ademas de disminuir el nimero de pasos de seleccion, también plantea el
aislamiento de una esfera (Yang et al., 2002). Su planteamiento consiste en
crear una biblioteca PS2-ODN unida a esferas que luego sera expuesta a una
diana, seguido de la adicibn de un anticuerpo primario especifico para la
proteina diana y luego un segundo anticuerpo conjugado con marcaje
fluorescente. Para la seleccibn manual, las esferas se observan bajo un
microscopio de fluorescencia, y las que muestran la fluorescencia mas intensa
se pueden recoger con la ayuda de una micropipeta acoplada a un
micromanipulador. Estas cuentas positivas tienen secuencias de aptadmeros
gue demuestran una alta afinidad por la diana. Este proceso se puede utilizar
para seleccionar aptameros que contienen nucleétidos modificados que no se
pueden incorporar enzimaticamente. Por lo tanto, podria incorporar una
diversidad quimica significativamente mas amplia. El proceso también invierte
el enfoque convencional de SELEX para la union y separacion. En contraste,
con el SELEX convencional, el proceso incuba el objetivo soluble con una
biblioteca inmovilizada. Por lo tanto, no existe una competencia vinculante
directa entre los aptameros de union fuerte y los de union débil. Sugieren que

una sola esfera que lleve unido un aptamero de alta afinidad unira a su vez
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gran cantidad de la molécula diana a bajas concentraciones, mientras que la
mayoria de las cuentas mostraran poca o0 ninguna unién. También sus
resultados sugirieron que, dado que las esferas de alta afinidad se aislan
directa e individualmente, los aptameros de union fuerte o mayor afinidad se
podrian aislar en un solo paso. Los procesos que se acaban de nombrar son
prometedores y apoyan nuestras observaciones coincidiendo con nuestra idea
de que es factible disminuir el niumero de pasos de seleccion y en particular

usando el enfoque de esfera Unica (Yang et al., 2002) (Tok & Fischer, 2008).

Sin embargo, los planteamientos antes mencionados son dificiles de reproducir
debido a que conllevan largos tiempos de optimizacion, microesferas o
columnas exclusivas para cada diana o sistema gque se requiera, o técnicas que
requieren materiales y equipamiento especializado como lo necesario para la
micromanipulacion acoplada a microscopia utilizada por Yang (Yang et al.,
2002), el cual es un sistema costoso, que se encuentra en pocos lugares, de
dificil manipulacién, y que requiere una optimizacion técnica prologada solo
para el uso del equipo. La fuerza de absorciébn y la apertura de la
microinyeccion debe ser calibrados segun el peso de la esfera, sin embargo, es
dificil encontrar esferas comerciales que cumplan con las caracteristicas de
peso y tamafo, sumado al hecho que ademas deben cumplir con las
caracteristicas funcionales para posterior formacion de los complejos.
Particularmente, se requiere una gran fuerza de absorcion para poder aislar la
esfera con la micro aguja o microinyeccion, lo cual implica gran experiencia

previa y la compra de varias agujas o microcapilares hasta encontrar la idénea.

En nuestro caso, nos planteamos el enfoque de SBAS, en el cual optamos por
usar esferas aun mas pequeias; en concreto esferas de 4 um, tamafio muy
distante de las esferas de 100 um usadas en estudios previos. Ello, con la idea
de acotar aun mas la capturar de aptameros de alta afinidad, es asi como se
siguié abordando la idea de esfera Unica. Partiendo desde la observacion de
diferencia de intensidad de fluorescencia de las esferas, se penso en el método

de citometria de flujo y sorting, por un lado, podriamos clasificar los grupos de
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esferas segun la intensidad de fluorescencia y por otro aislar la esfera con
mayor intensidad de fluorescencia. Un aspecto importante fue elegir un sistema
de esferas flexible y que se pueda utilizar en citometria. Para ello, buscamos
esferas de tamafio semejante a las que se usan para control en citometria de
flujo y con muy poca autofluorescencia ya que las esferas que se usan para el
M-SELEX son esferas magnéticas de cobalto, su caracteristica metalica les
proporcionaba una autofluorescencia alta por lo que era dificil discriminar las
esferas positivas de las negativas. En el caso de M-SELEX se ajustaban al
disefio del proceso debido a que las esferas de cobalto se unen por afinidad a
las etiquetas de histidina de las proteinas, y la propiedad magnética permitia el
cambio de las soluciones durante el proceso con un separador magnético. Sin
embargo, para el disefio del nuevo proceso SBAS las esferas de cobalto
usadas en el M-SELEX no eran compatibles. Por lo cual, se escogieron esferas
de latex, que son esferas con caracter aldehido/sulfato, lo cual les confiere
flexibilidad ya que su union a la proteina diana no depende de la presencia de
etiquetas en la proteina. Brevemente, la nueva estrategia se basa en primer
lugar en el uso de microesferas de latex (también llamadas granulos o
particulas), son particulas esféricas en el rango de tamafio coloidal que se
forman a partir de un polimero amorfo como el poliestireno. Debido a la forma
en que las cadenas de poliestireno se organizan en el granulo, la superficie es
de caracter muy hidréfoba, lo que hace que estos materiales sean ideales para
la adsorcion de proteinas. Este latex de aldehido/sulfato contiene una
abundancia de grupos de aldehido insertados en la superficie de la particula de
polimero. La alta densidad de grupos aldehido permite el acoplamiento de
proteinas a las particulas de latex en una sola etapa. La carga de los grupos
sulfato de las microesferas permite la retencion de la estabilidad durante el
proceso de acoplamiento covalente. Debido a la alta densidad de grupos
polares, este latex tiene una superficie hidréfila. Y, en segundo lugar, se basa
en el aislamiento de una sola esfera positiva (complejo
esferas:proteina:aptameros) seleccionada mediante citometria de flujo, desde

la cual se obtendra un grupo de aptameros candidatos.
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Con los aptameros seleccionados se analizé en primer lugar si tenian un efecto
inhibidor sobre las preparaciones de CMS de E.coli. Para ello se utilizd un
meétodo colorimétrico discontinuo para la determinacion de la actividad, que se
basa en la utilizacion de pirofosfatasa inorgdnica como enzima acoplada
(Bernal et al., 2005).

Finalmente como producto del acoplamiento del método M-SELEX y SBAS se
obtuvieron dos aptameros candidatos, de los cuales el aptamero denominado
8A mostr6 mayor interaccién tanto en el EMSA (Figura 62) como en los
ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica (Figura 63 y 64), pero su baja
interaccién y bajo poder de inhibicién, no justificaron mayor exploracion de
ambos aptameros, que dieron muy baja inhibicion para la enzima CMS con ICsp
promedio de ~80 uM, en comparacion con el aptamero D10 con un ICso de casi
~10 pM. Sin embargo, en el proceso de obtencién y evaluacion de los
aptameros 8A y 10A, se pudo inferir que con solo una primera ronda del
método SBAS se duplico la afinidad alcanzada hasta el momento después de 9
ciclos de M-SELEX. Segun nuestros resultados, el método colorimétrico para la
determinacion de la actividad enzimatica de la CMS es ligeramente menos
sensible que el método directo patentado por Abcam, sin embargo, el método
colorimétrico sigue siendo eficiente y mas econémico para la evaluacion del
efecto de aptameros sobre la actividad de la enzima CMS. En los experimentos
en los que se analizé el efecto de los aptameros 8A y 10A sobre la actividad se
incluyeron como control de inhibicién positivo el DMB y como control negativo
el aptamero D10, el cual como se ha descrito anteriormente se desarroll6 para

una diana totalmente diferente.

Adicionalmente, comparamos las estructuras secundarias, y observamos que la
estructura del aptamero 8A tiene mas zonas con alta probabilidad de formar
doble cadena (Figura 61), ello sugiere mayor probabilidad de formar enlaces
covalentes, y por lo tanto mayor estabilidad, también tiene mayor cantidad de
bucles dandole complejidad estructural, y zonas amplias con alta probabilidad

de mantenerse en una sola cadena, lo cual posiblemente le confiere a su vez
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mayor posibilidad de tener zonas expuestas que puedan formas puentes de
hidrogeno que ayuden a la afinidad con la diana que la estructura secundaria
del aptdmero 10A (Figura 61). Ademas, la estructura secundaria del aptamero
8A requiere menor energia libre que el aptdmero 10A bajo las mismas
condiciones, observacion que también podria sugerir mayor estabilidad de la
forma funcional o 3D del aptamero. Por lo tanto, se considera que durante el
EMSA y el ensayo de actividad enzimatica tal vez las caracteristicas
estructurales del aptdmero 8A influyeron para que tenga una unién mas estable
con la CMS y una inhibicion mayor que la que evidenci6 el aptamero 10A, que

tiene una estructura con caracteristicas menos estables.

Otro punto importante, es el potencial del método SBAS, por ello, se realizé
una nueva serie de rondas partiendo desde la biblioteca inicial, y se comparo la
Kd aparente del grupo de aptameros obtenidos desde el aislamiento de la
esfera con mayor intensidad de fluorescencia, al comparar los valores de Kd se
pudo observar que la afinidad de los grupos de aptameros para la enzima CMS
aumentaba conforme avanzaban las rondas, a pesar que la afinidad
practicamente se duplicaba en cada ronda, al llegar a una cuarta ronda la
afinidad aun estaba distante de la obtenida hasta el ciclo 9 del M-SELEX, ello,
quiere decir que posiblemente sean necesarios mas ciclos de SBAS. A pesar
de ello, las ventajas de poder trabajar con una sola esfera, nos da un enfoque
mas certero en la busqueda de aptameros, si el método se acopla a métodos
tales como el HTS, sin duda se convertiria en una estrategia muy potente para
la seleccion mas precisa de aptdmeros. Ademas, el método SBAS es mas
breve y junto a la efectividad del nuevo proceso de clonaje por seleccion
positiva practicado (Apartado 2.2.1.2.1.), se pudo reducir significativamente el
tiempo para la obtencién de las primeras secuencias candidatas. Durante el
método de SELEX, se selecciona una biblioteca mixta de oligonucleétidos en
solucion para unirse a una diana inmovilizada. En esta situacion, se recupera
una gran masa de secuencias de union débil junto con el pequefio nimero de
aptameros de union afin. Por lo tanto, generalmente se requieren numerosas
rondas de seleccion para enriquecer las secuencias de alta afinidad. Sin

embargo, métodos como SBAS gque mantienen un enfoque de esfera Unica
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pueden permitir reducir el nUmero de rondas. Otro beneficio es que este tipo de
enfoque pueden eliminar o reducir los pasos repetidos de amplificacion por
PCR requeridos durante el SELEX. La PCR puede imponer un "sesgo de
amplificabilidad" durante la seleccion de aptameros, y puede limitar
significativamente o incluso prevenir la recuperacion de aptadmeros deseables
gue se amplifican con baja eficiencia (Potapov & Ong, 2017). En suma, nuestra
propuesta de esfera Unica se auna a la busqueda de otros autores de nuevas
estrategias que puedan superar las desventajas del método convencional de
seleccion SELEX.

También es interesante mencionar que se puede acortar ain mas los tiempos
usando el método de separacion de cadenas de la enzima lambda exonucleasa
en el que solo se necesitan 2 h, a diferencia de un dia o0 mas que requiere la
preparacion de aptameros con el método neutravidina-biotina (apartado
2.2.1.1). Ademas, se puede obtener mayor cantidad de ADNsc en una sola
preparacion, lo cual es muy Uutil, debido a que con el método neutravidina-
botina se limitaban mucho los experimentos por la escasa cantidad de ADNSsc.
En el laboratorio se hicieron unas pruebas preliminares del método de
separacion de cadenas con la enzima lambda, probando diferentes tiempos de
incubacion, y se obtuvieron ADNsc con solo 1 h de incubacion con la enzima,
sin embargo, se deben realizar mas ensayos para asegurarnos de no generar

productos no deseados como fragmentos del aptamero o residuos de ADNdc.

- Perspectivas futuras del trabajo

Las pruebas con las enzimas recombinantes y evaluaciones in situ con pRBCs,
sugieren que el aptamero D10 tiene el potencial como aptasensor para
discriminar pRCBs de los gl6ébulos rojos sin parasitar y para la localizacion del
apicoplasto en P. falciparum. Ademas, es un aptamero con capacidad de
adaptacion a diferentes sistemas de deteccion y con afinidad aun optimizable

para el desarrollo de tecnologias destinadas a investigacion o diagnodstico con
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sensibilidades mejoradas, simplicidad y buena rentabilidad. En efecto, el
aptamero D10 formaria parte de los pocos aptameros desarrollados contra
enzimas de Plasmodium y el Gnico aptamero contra una de las enzimas de la
via del MEP hasta el momento. Ademas, su uso podria ampliarse como
potencial elemento para el desarrollo de futuro aptasensor de infecciones
bacterianas, una vez se descarten las posibles reacciones cruzadas entre

bacterias.

Por otra parte, el método convencional M-SELEX resulta ser un buen método
para la seleccién de aptameros, sin embargo, hay otras estrategias que pueden
ayudar a optimizar la seleccién y evitar los sesgos intra e Inter operacionales
qgue conlleva el laborioso método M-SELEX de mudltiples rondas de seleccion.
La estrategia SBAS que se propone en el presente trabajo es una alternativa al
método convencional SELEX e implica un enfoque de esfera unica, el cual
tiene potencial para reducir el niumero de rondas, requiere menos tiempo de
operacion, y que acoplandose a otros métodos podria convertirse en una

estrategia muy potente para la seleccién mas certera de aptadmeros.
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5. CONCLUSIONES

A partir de una libreria de secuencias de ADN de cadena sencilla y
mediante el método M-SELEX se ha identificado un aptamero de ADN
(aptamero D10), especifico para la enzima, desoxixilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa (DXR) que cataliza la segunda etapa de la via del
metileritritol fosfasto (MEP) de biosintesis de isoprenoides de P.

falciparum.

El aptdmero D10 es capaz de marcar especificamente los pRBCs
infectados por P. falciparum tanto en sus fases tempranas y tardias. La
capacidad del aptamero D10 para discriminar pRBCs de los globulos
rojos sin parasitar es equiparable a la de otros marcadores especificos
para P. falciparum como el aptdmero 2008s (especifico para la enzima
lactato deshidrogenasa PfLDH), el aptamero 30 (especifico para pRBCS)
y un anticuerpo anti-ferredoxina tiorredoxina reductasa (FXR).

El aptamero D10 y el anticuerpo anti-FXR de P. falciparum, enzima
localizada en el apicoplasto, mostraron tener alta colocalizacion y
concordancia, mediante microscopia confocal y citometria de flujo. Estos
resultados estan de acuerdo con la localizacion subcelular de la enzima
DXR en el apicoplasto e indican que el aptdmero D10 reconoce la

enzima in situ y puede ser usado como biosensor para el apicoplasto.

El aptamero D10 también reconoce la enzima DXR de la bacteria
modelo E. coli y actia como inhibidor de su actividad enzimatica. De los
aptameros analizados el D10 era el que ejercia un mayor efecto
inhibidor, no obstante, los valores de inhibicion obtenidos son menores

gue los obtenidos con la fosmidomicina.
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VI.

VII.

VIII.

Los resultados mostraron que el aptdmero D10 reconocid células de E.
coli acorde con la presencia de DXR enddgena en la bacteria y con los

resultados de interaccion del aptamero D10 y la enzima EcDXR.

El valor de constante de disociacion (Kd) del aptamero D10 y la enzima
DXR tanto de P. falciparum como de E. coli es muy similar. Lo cual,
revela que el aptamero D10 reconoce probablemente la misma zona en
ambas enzimas y con similar afinidad, resultado que se corresponde con
el alto nivel de conservacion de la DXR entre las especies y lo
observado en los ensayos de cambio de movilidad electroforética
(EMSA).

Con el aptamero D10 se pueden llevar a cabo técnicas de deteccion y
cuantificacion similares al dot-blot y al Western blot, es decir reconocer
la enzima PfDXR en su forma nativa y no nativa, respectivamente.
Ademas, el aptamero D10 fue evaluado sin modificaciones y con
modificaciones tales como el marcaje con 6FAM, biotina y tiol. Con
ninguna de las modificaciones se vio perdida funcional, lo que sugiere
que se podria usar para el disefio de diferentes tipos de pruebas

analiticas y de diagnastico.

En la segunda parte de este trabajo se ha llevado a cabo la seleccién de
aptdmeros para la enzima que cataliza la tercera etapa de la via del
MEP, la CDP-metileritritol sintasa (CMS) de E.coli mediante la
combinacion de dos métodos: el método M-SELEX y un método de
seleccién basado en el aislamiento de una sola esfera positiva, método
SBAS. Se han obtenido dos aptameros, 8A y 10A que aungque mostraron
una interaccion positiva con la CMS de E.coli en la prueba de EMSA

ejercian poco efecto inhibidor sobre su actividad enzimatica.
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XI.

El método SBAS evidencid tener potencial para disminuir tiempos de
operacion, aumentar rapidamente el enriquecimiento de los grupos de
aptameros afines a la diana. Ademas, El disefio elegido para el método
permite un seguimiento mas certero de las esferas positivas y es un
sistema flexible con el que se pueden usar proteinas sin etiquetas o

modificaciones especiales e incluir otras proteinas control en simultaneo.

El método SBAS también permite monitorear la Kd de la ronda anterior
en simultaneo. Esto ultimo es importante debido a que se ahorra el
tiempo requerido en la elaboracion de procesos adicionales que
evidencien el enriquecimiento después de un M-SELEX, el cual si
requiere por lo menos de dos métodos para la medicion del

enriquecimiento.

El poder aislar una sola esfera que evidencie el complejo positivo
proteina-aptamero, permite descartar gran parte de aptameros
inespecificos o de débil afinidad. Los resultados sugirieron que los
aptameros de alta afinidad se pueden aislar con menos pasos de
seleccion, debido a que se observd una disminucion sustancial en las

Kds segun avanza el numero de rondas.
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ANEXO A

Las imagenes de microscopia confocal fueron adquiridas en secuencial.
A. El espectro azul corresponde al usado para la visualizacion del Hoechst y
lleva un filtro con rango de 400 nm — 480 nm. B. El espectro verde corresponde
al usado para la visualizaciéon de los aptdmeros D10 y 700 marcados con 6
FAM vy lleva un filtro de rango 492 nm - 617 nm. C. El espectro rojo
corresponde al usado para la visualizacién del aptamero HDL marcado con
Cy5.5 y del anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 647 (647 nm) anti-
IgG de conejo usado para deteccion del anticuerpo anti-FXR, y lleva un filtro de

rango 644 nm — 700 nm.
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ANEXO B
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- Apt-D10
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Numero de bacterias
(x10° CFUImL)

Tiempo (h)

Seguimiento del crecimiento de células E. coli tratadas con el aptamero
D10 por cuantificacion de colonias en placa de agar LB (UFC/mL).

Concentracion de aptdmero 50 puM. Error y media, SD.
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