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Resumen

En este trabajo se describe la seleccion y caracterizacion in silico e in vitro de dos nuevos
aptameros a partir del analisis de la secuencia de los aptameros de ADN M146, M57 y M8
previamente desarrollados en el grupo de trabajo de la Dra. Lilia Lépez Canovas en el
laboratorio del posgrado en Ciencias Gendmicas de la Universidad Autbnoma de la Ciudad de
México contra la proteina quimioatrayente de leucocitos1 (MCP-1). Aunque las interacciones
de M146 y M57 con MCP-1 monomeérica y dimérica alcanzaron un puntaje adecuado (>0.48)
segun las predicciones del servidor web PPAI 1.0, también fueron capaces de interactuar con
albumina humana (HSA), la cual es una proteina que estd en el plasma humano
simultaneamente con MCP-1. El aptamero M8 interactué con HSA y las interacciones con
MCP-1 fueron débiles de acuerdo con las predicciones realizadas. Por esa razon, se
optimizaron in silico la secuencia de los aptameros M146 y M57. La estrategia de optimacion
se bas6 en mutar aleatoriamente in silico las secuencias de los mismos, predecir la estructura
secundaria de las mutantes y de acuerdo con ella y la afinidad predicha por MCP-1 y HSA
mediante PPAI 1.0, se propusieron dos nuevos aptameros candidatos (M146_47 y M57_32).
Las interacciones de los aptameros candidatos con MCP-1 alcanzaron un puntuaje >0.48,
mientras que no se predijo interaccion de los mismos con HSA. Los experimentos de
acoplamiento molecular de M146_47 y M57_32 con MCP-1 revel6 que eran capaces de
interactuar con las formas monomérica y dimérica de la proteina formando puentes de
hidrogeno y pocos pseudoenlaces y/o interacciones desfavorables. Se estandarizé la técnica
de PCR asimétrico para sintetizar los aptaremos de ADN de cadena sencilla marcado y sin
marcar con biotina obteniéndose eficientemente cadena sencilla de M146_47 y M57_32
eficientemente aplicando un gradiente de temperatura de 90-65 °C durante 40 ciclos de
amplificacioén, y utilizando una relacién de concentraciones de cebadores directo:reverso de
20:1. La determinacién experimental de ambos aptameros se realiz6 en placas de ELISA y la
cantidad de aptamero unido se estimé mediante PCR cuantitativo. El aptamero M146_47 tiene
una Kd aparente de 226.6 pM, mientras que M57_32 de 103 pM. El limite de deteccion de
M146_47 mediante un ensayo ELASA colorimétrico en soporte sdlido, fue de 25 pg de MCP-
1y no se detectd reaccion cruzada con HSA. M57_32 no tiene reaccion cruzada con HSA pero
en las condiciones ensayadas la sefal obtenida fue independiente de la concentracion de
MCP-1. Estos resultados sugirieron que el aptamero M146_47 es un buen candidato para la
deteccién de MCP-1in vitro mediante ensayos ELASA indirecto y que M57_32 requiere de

caracterizaciones adicionales.



1. Introduccion

Las metodologias para la deteccion, analisis y cuantificacion de macromoléculas, en particular

proteinas, son cruciales en la investigacion cientifica, asi como en el diagndstico clinico y la
industria (Song et al., 2023). Teniendo en cuenta que las proteinas son indispensables para el

funcionamiento de todos los seres vivos y desempefian funciones importantes en diversos
procesos bioldgicos, es de vital importancia contar con metodologias para detectar y analizar
estas moléculas. Esas metodologias nos permiten comprender las funciones, conexiones y
controles que desempeian las proteinas en los sistemas bioldgicos. En el ambito médico los
investigadores utilizan estas técnicas para analizar las funciones de las proteinas a nivel
celular, estudiar las redes de sefalizacién en las que participan estas moléculas y desentrafar
los mecanismos por los que ocurren los cambios fisiopatolégicos que originan las diferentes
enfermedades en humanos y animales (Bull y Doig, 2015). De ahi que las metodologias para
la deteccién y analisis de proteinas se apliquen en el diagndstico y seguimiento de
enfermedades, el monitoreo ambiental, el control de la calidad en la industria de produccion
de alimentos y bebidas, el desarrollo de nuevos medicamentos, el estudio de la

farmacodinamica y farmacocinética de los mismos, en la agricultura, la salud animal, etc

1.1 Las aplicaciones practicas de los métodos de detecciéon y cuantificacion
de proteinas

Por otra parte, algunas proteinas implicadas en enfermedades en humanos y en animales
pueden identificarse y cuantificarse para ayudar en el desarrollo de nuevos medicamentos, y
asi proponer farmacos candidatos, investigar sus interacciones con sus dianas y evaluar qué

tan bien pueden modular la actividad de esas moléculas (Bull y Doig, 2015).

La deteccion de proteinas puede ayudar al area de la medicina personalizada al identificar la
presencia de moléculas especificas, lo cual facilita dar atencion personalizada a los pacientes
en funcion de sus perfiles proteicos particulares (Bull y Doig, 2015). De igual forma, esas
técnicas son de utilidad en el campo de las imagenes biomédicas ya que permiten monitorear
la distribucion de ciertas proteinas en el organismo cuando se realizan técnicas

imagenoldgicas (Bull y Doig, 2015).

Farmacodinamica y farmacocinética: En farmacologia, la deteccion de proteinas se utiliza
para comprender como interactian los medicamentos con sus proteinas diana en el
organismo, lo que ayuda a optimizar la dosis de los medicamentos y los planes de tratamiento.

De igual forma es necesario conocer en que oOrgano se metabolizan los diferentes
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medicamentos, que metabolitos se generan, en que tiempo etc, por lo que es indispensable la
utilizacién de métodos para la deteccion de estas moléculas (Kovacevi¢ et al. 2018).De esta

manera se puede garantizar la calidad, seguridad y eficacia de los medicamento.

Investigacion cientifica en el campo de la gendémica, proteémica y biotecnologia: Las
técnicas de deteccidon de macromoléculas y en especial de proteinas son esenciales en el
campo de la investigacion proteédmica y gendmica (Al-Amrani et al., 2021). Los investigadores
pueden adquirir conocimientos sobre diferentes procesos bioldgicos complejos identificando y
cuantificando simultaneamente cientos de proteinas mediante diferentes técnicas como la

espectrometria de masas, electroforesis en gel y ensayos basados en anticuerpos.

Monitoreo ambiental: En la investigacion ambiental, las técnicas de deteccion de proteinas
se utilizan para monitorear poblaciones microbianas, identificar biomarcadores de factores
estresantes ambientales y evaluar los efectos de la contaminacion (Al-Amrani et al., 2021). Por
ejemplo, la presencia de microorganismos patégenos se puede realizar identificando, en las

muestras de agua, algunas de las proteinas presentes en esos organismos.

Ciencias forenses: Las técnicas de deteccion de proteinas se pueden utilizar en las ciencias
forenses para localizar y clasificar materiales biolégicos descubiertos en la escena del crimen
(Martin et al.,2019). Por ejemplo, se puede detectar la presencia de hemoglobina u otros

componentes proteicos de diferentes fluidos biolégicos.

Diagnéstico y seguimiento de enfermedades: Un complemento clave en el diagnéstico
clinico de las enfermedades es la deteccion de niveles anormales de una proteina en particular
o la presencia de determinados biomarcadores en fluidos biolégicos como sangre, orina o
saliva (Condrat et al., 2020). Por ejemplo, el diagndstico preciso de enfermedades como el VIH
o la COVID-19 depende de la identificacion de determinadas proteinas, como anticuerpos o

antigenos virales en los fluidos corporales.

Sector de Alimentos y Bebidas: Para mantener la calidad y seguridad de sus productos, el
sector alimentario utiliza técnicas de deteccion de proteinas. Estas técnicas se emplean para
identificar proteinas alergénicas, confirmar la legitimidad de los alimentos y realizar un
seguimiento de la composicién proteica a medida que se procesan dichos alimentos (Mondal
et al., 2023).

En el campo de la biotecnologia, es necesario monitorear la construccion de proteinas
recombinantes y la generacion de anticuerpos monoclonales, por lo que las técnicas de

detecciéon de estas moléculas son cruciales. De igual forma en el control de calidad de los
11



procesos de bioprocesamiento, es esencial vigilar los niveles de expresion y la pureza de las
proteinas (Condrat et al., 2020).

Por otra parte, en diferentes ambitos de investigacion como la investigacion de enfermedades
cronicas como diabetes, enfermedades autoinmunes, cancer, enfermedades
neurodegenerativas, e enfermedades infecciosas, es importante la identificacion vy
cuantificacion de proteinas que pudieran estar vinculadas al proceso fisiopatolégico con el fin
de obtener conocimientos acerca del proceso y desarrollar tratamientos e identificar
biomarcadores especificos para el diagndstico, evaluar el prondstico o desarrollar nuevas

estrategias terapéuticas(Condrat et al., 2020).

En conclusion, las tecnologias para la deteccion de proteinas son herramientas esenciales en
una variedad de aplicaciones cientificas, medicinales e industriales. Las mismas nos ayudan
a comprender los procesos bioldgicos, identificar trastornos, crear tratamientos novedosos y
garantizar la seguridad de los productos en una variedad de industrias. Como consecuencia,
el avance en estos campos esta impulsado por mejoras en la tecnologia de deteccién de
proteinas, lo cual nos facilitaria su estudio y la comprension de los mecanismos en los que

participan.

Existen diferentes métodos bioquimicos y fisicoquimicos para detectar y cuantificar proteinas
(Tabla 1). La mayoria se basan en detectar alguna caracteristica fisica o quimica de la
molécula como la absorcion de luz (espectrofotometria), o composicion atomica
(espectrometria de masa), o las caracteristicas magnéticas de su nucleos atomicos
(resonancia magnética nuclear), o tamafo, o forma o carga (cromatografia de exclusion
molecular, electroforesis), o la reaccion quimica de alguno de su grupos funcionales (Bull y
Doig., 2015b) (Tabla 1). Los métodos anteriores se utilizan fundamentalmente en la
investigacion cientifica cuando se requiere caracterizar alguna proteina o aislarla y purificarla.
Existen otros métodos que permiten detectar especificamente una proteina y que se basan en
la capacidad de las mismas en comportarse como antigenos y provocar la generacion de
anticuerpos contra ellas (Tymoczko y Stryer, 2013). De esta manera se desarrollan anticuerpos
policlonales o monoclonales contra la proteina en cuestion que son capaces de reconocer
dicha proteina especificamente (Tymoczko y Stryer, 2013). (Tabla 1). Muchos de estos
métodos dan como resultado una sefial colorimétrica, fluorométrica, quimioluminiscente o
radioactiva, en dependencia del marcador que haya sido utilizado en la reaccidén, que es

proporcional a la concentracion de proteinas (Tymoczko y Stryer, 2013) (Tabla 1). Los métodos
12



que utilizan marcadores colorimétricos son los menos sensibles, mientras que los
quimioluminiscentes y los radiactivos son los mas sensibles (Tymoczko y Stryer, 2013). Sin
embargo, aquellos métodos que utilizan marcadores radiactivos tienen las desventajas
asociadas al uso de radiactividad como son la emision de radiaciones dafinas para la salud,
vida media elevada de los is6topos radiactivos y por tanto es necesario condiciones especiales
para la eliminacion de los desechos y en el caso de los marcadores fluorescentes son muy
sensibles, a menudo mas que los métodos colorimétricos, lo que permite detectar
concentraciones muy bajas de la molécula de interés, Los cambios fluorescentes suelen ser
inmediatos, permitiendo una deteccion rapida de eventos moleculares. Los fluoréforos pueden
ser disefiados para detectar diferentes tipos de eventos biolégicos (interacciones, cambios de
conformacion, etc. Entre sus desventajas tenemos que fluoréforos pueden sufrir fotoblanqueo
(degradacion por exposicion prolongada a la luz), lo que reduce la sefal fluorescente con el
tiempo y el uso de equipo especializado, como espectrofotometros o microscopios de
fluorescencia, que puede ser costoso, También la sefial fluorescente puede ser inhibida por
ciertos factores del entorno como el pH o la proximidad de otras moléculas, lo que afecta la

precision de la deteccidon (Quenching). (Tymoczko y Stryer, 2013).

Entre los métodos que utilizan anticuerpos contra la proteina de interés se encuentra el ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) en todas sus variantes: directo, indirecto sandwich o
de competencia (Tymoczko y Stryer, 2013). (Tabla 1). Este ensayo es el mas utilizado para
detectar proteinas en el suero o plasma a nivel clinico dada su simplicidad y facilidad de
implementacion. Sin embargo, tiene desventajas ya que requiere de anticuerpos especificos

los cuales toman tiempo para generarlos y son costosos (Tymoczko y Stryer, 2013).
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Tabla1.
Los métodos de deteccidn y cuantificacion de proteinas

especificas utilizando la ley de
Beer-Lambert

Método Principio de Funcionamiento Tipo de Senal Aplicaciones
Espectrofotometria Mide la absorcién de luz por las Absorcién de luz Deteccion y
(UV-Vis) proteinas a longitudes de onda cuantificacién de

proteinas mediante la
medicion de la
absorbancia

esta relacionada linealmente con
la concentracién de proteinas

Pruebas Utiliza reacciones quimicas que  Color desarrollado en Ensayos rapidos y
Colorimétricas desarrollan colores cuya ensayos (p. €j., sensibles para la
intensidad esta relacionada con Bradford, BCA) cuantificacion de
la cantidad de proteina presente. proteinas
Pruebas Emplea marcadores Intensidad de la sefial Mayor sensibilidad que
Fluorométricas fluorescentes cuya intensidad fluorescente las pruebas

colorimétricas para
detectar proteinas

enzimatica produce una sefial
cuantificable proporcional a la
concentracion de proteinas

ELISA Usa anticuerpos y enzimas para Colorimétrica, Deteccion y
detectar y cuantificar proteinas Fluorométrica, cuantificacion
especificas. La reaccion Quimioluminiscente  especifica de proteinas

Deteccion en soportes  Utiliza anticuerpos acoplados a Colorimétrica,
sélidos enzimas para detectar proteinas Fluorométrica,
unidas a soportes sélidos Quimioluminiscente

(membranas, microarrays) y
cuantifica la sefial generada

Identificacion y
cuantificacién de
proteinas en soportes
solidos

Cromatografia Liquida Separa y cuantifica proteinas en  Perfil cromatografico,
(HPLC/UHPLC) funcién de sus propiedades densitometria
fisicas y quimicas mediante
cromatografia liquida de alta
resolucion o ultra alta resolucion

Separacion y
cuantificacion de
proteinas segun sus
caracteristicas

Espectrometria de Analiza la relaciéon carga-masa Relacion carga-masa
Masas (MS) de los iones desprendidos al de iones desprendidos
ionizar la muestra de proteinas,
permitiendo la identificacion y
cuantificacion de las mismas

Identificacion y
cuantificacion de
proteinas a nivel

molecular

Espectroscopia de Utiliza las caracteristicas Informacion de RMN
RMN (resonancia magneéticas de nucleos atémicos
magnética nuclear) como 13C y protones para

revelar informacién estructural,
quimica y fisica de las moléculas
analizadas.

Analisis detallado de
moléculas, incluyendo
proteinas, para obtener
informacion estructural

y quimica

Tomado y modificado de (Tymoczko y Stryer,2013).
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1.2 La tecnologia de aptameros para la detecciéon y cuantificaciéon de
proteinas

Los aptameros son moléculas cortas de ADN o ARN monocatenarias que tiene una alta
afinidad y especificidad por sus dianas (Mondal et al., 2019; Jae Min Lee et al., 2023). Entre
las dianas de los aptameros se encuentran proteinas, carbohidratos, lipidos, iones e incluso
células intactas, por lo que con frecuencia se les denomina "anticuerpos quimicos". Los
aptameros adquieren una conformacion tridimensional unica que les permite reconocer de

forma especifica a sus moléculas dianas (Mondal et al., 2019; Jae Min Lee et al., 2023).

La deteccion de proteinas mediante aptameros aventaja a los métodos inmunoldgicos,
basados en las reacciones antigenos/anticuerpos, en la simplicidad de generacién de los
aptameros y bajo costo, aunque su sensibilidad y especificidad es semejante a la que se

poseen los anticuerpos por sus moléculas dianas (Tabla 2).

Los aptameros ofrecen varias ventajas en comparacion con los anticuerpos convencionales.
Por lo general, son mas pequefios que los anticuerpos, lo que les permite penetrar mejor en
los tejidos y acceder a dianas que pueden ser inaccesibles para ellos. Ademas, los aptameros
tienen una baja inmunogenicidad porque no provienen de fuentes bioldgicas, lo que reduce la
probabilidad de respuestas inmunitarias adversas. Ademas, los aptdmeros tienen una larga
vida util y se pueden producir facilmente en grandes cantidades, lo que los convierte en
candidatos atractivos para aplicaciones diagnodsticas y terapéuticas (Zhou y Rossi., 2016).
(Tabla 2).
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Tabla 2.

Cuadro comparativo de las caracteristicas distintivas de los aptameros y los anticuerpos.

Caracteristica

Aptameros

Anticuerpos

Acidos nucleicos de una sola cadena

Naturaleza (ADN/ARN) 0 péptidos Proteinas (inmunoglobulinas)
iy S In vivo (inmunizacion animal) e in vitro
Produccién Seleccidn in vitro in silico ., .
(tecnologia recombinante)
e s Altamente especifico, puede reconocer Altamente especifico, usualmente
Especificidad - ; ] . A
diferentes tipos de moléculas reconoce proteinas y péptidos
- Se pueden disefiar para que posean una alta Pueden tener alta afinidad, especialmente
Afinidad ey .
afinidad los anticuerpos monoclonales
Tamaro y Son pequefias moléculas lineales con Son proteinas grandes con estructuras
estructura estructuras tridimensionales simples complejas.
Se pueden disefiar para que sean estables y Son sensibles a los cambios de
Estabilidad resistente a diferentes factores ambientales temperatura, pH y otros factores como
(temperatura, pH, nucleasas) proteasas.
Flexibilidad Altamente personallzablle parauna amplia Limitado al reconocimiento de antigenos
gama de objetivos
Etica Ventaja ética debido a la produccion in vitro Puede involucrar la inmunizacion animal,

aumentando las preocupaciones éticas

Aplicaciones

Diagndstico, desarrollo de drogas, terapia
dirigida, investigacion

Diagndstico, inmunoterapia, investigacié

n

Uso terapéutico

Emergente en aplicaciones terapéuticas

Ampliamente utilizado en aplicaciones
terapéuticas, especialmente los
anticuerpos monoclonales

Larga historia de uso con una amplia

Historia Desarrollo relativamente reciente o

validacion
Costo La produccion puede ser rentable La produccion puede ser cara
Reactividad Baja reactividad cruzada debido a la seleccién Puede exhibir reactividad cruzada con
cruzada in vitro antigenos similares

Almacenamiento

Se puede disefiar para que sean estables a
largo plazo

Puede requerir condiciones de
almacenamiento mas controladas

(Akay, 2006). Modificado de Aptamers vs. Antibodies. (2020, 19 enero). Base Pair

Biotechnologies. https://basepairbio.com/aptamers-vs-antibodies/
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Los aptameros son utiles para una variedad de propésitos debido a su capacidad de unién y
especificidad. Se pueden utilizar como agentes de diagndstico para identificar biomarcadores
especificos en muestras clinicas, o cuantificar macromoléculas, como agentes terapéuticos
para inhibir o modular la actividad de las moléculas diana o como sondas moleculares para
aplicaciones de deteccion e imagen. Los aptameros también se conjugan facilimente
quimicamente con otras moléculas, lo que los hace mas versatiles y utiles (Zhou y Rossi,
2016).

1.2.1 Diseio de una biblioteca de aptameros

Para garantizar la generacion de aptameros especificos y de alta afinidad, el disefio de una
biblioteca de aptameros (coleccién de cientos de miles de aptameros) es un paso crucial en el
proceso de SELEX (del inglés "Systematic Evolution of Ligandsb y Exponential Enrichment").
El proceso de SELEX es el método utilizado para la seleccion de las secuencias de los
aptameros, que estan contenidas en la biblioteca, a partir de ciclos de enriquecimiento y
amplificacion de las secuencias especificas para una determinada diana. La biblioteca debe
ser lo suficientemente diversa para cubrir una amplia gama de posibles secuencias de unién
y mantener un tamafo manejable para poder realizar la seleccion de los aptameros de interés

de forma eficiente. (Vorobyeva et al., 2018).

En el proceso de disefo de la biblioteca de aptameros hay que tener en cuenta una serie de

factores que se relacionan a continuacion:

1. Caracteristicas de las secuencias que componen la biblioteca: Una biblioteca de
aptameros esta compuesta por cientos de miles de secuencias que se diferencian en el orden
de los nucledtidos en su region central. Para ello se generan secuencias con una region central
en la que el orden de nucledtidos es aleatorio, de ahi que una biblioteca contiene 4" secuencias
diferentes, donde n es la longitud de la secuencia aleatoria (Penner, 2024). La longitud de
dicha secuencia aleatoria puede variar segun el propésito de la biblioteca y la complejidad
deseada. Para garantizar una diversidad suficiente de secuencias, generalmente se utiliza una
region aleatoria de 20 a 50 nucledtidos (Fittery James, 2005). Por otra parte, algunos
nucledtidos en ciertas posiciones de la region aleatoria pueden ser parcialmente degenerados
dependiendo del nivel de diversidad deseado. Esto hace posible la incorporacién de
combinaciones particulares de nucleétidos o bases modificadas en esas posiciones, lo que
amplia el espacio quimico que la biblioteca cubre (BharatGawande et al., 2017). La
incorporacién de secuencias de control en la biblioteca es ventajosa para el seguimiento del
proceso de seleccion de los aptameros y poder evaluar la rigurosidad de la seleccion.
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Usualmente estas secuencias de control se colocan en los extremos 5’ y 3’ de los aptameros.
Las secuencias de control pueden estar unidas o no a dianas no relacionadas (United States
Patent and Trademark Office, 2017).

2. Longitud de las secuencias de la biblioteca: La longitud de la secuencia del aptamero
depende de la molécula diana y la afinidad de unién deseada. Mientras que los aptameros
mas cortos podrian ser mas adecuados para moléculas pequefas, los aptameros mas largos
son mas adecuados para dianas mas grandes. Los aptameros, generalmente tienen una
longitud entre 20 a 100 nucledtidos, y son eficientes para detectar la mayoria de sus blancos
moleculares (Cruz-Hernandez et al., 2022). Mientras mas largas sean secuencia, mayor
probabilidad de formaciéon de motivos estructurales unicos y mayor cantidad de interacciones
con la molécula diana, lo que resulta en una mayor sensibilidad, especificidad y afinidad con

el blanco, porque aumenta la cantidad de sitios de unién (Brown et al., 2024).

Debe senalarse también que los aptameros mas largos forman estructuras secundarias y
enlaces de hidrégeno mas extensos, lo que les confiere mayor estabilidad, ya que pueden ser

mas resistentes a ser degradados por nucleasas y otros agentes ambientales.

3. Tamaiio de la biblioteca: La cantidad de secuencias en una biblioteca, es decir su tamafio,
determina la complejidad del muestreo que seria necesario realizar para seleccionar
adecuadamente los aptameros especificos para un blanco dado. En general, es mas probable
encontrar aptameros de alta afinidad en bibliotecas mas grandes en comparacion con las mas
pequefias. Sin embargo, se debe lograr un equilibrio para garantizar la practicidad de la
seleccion y la deteccion de secuencias especificas y altamente afines. Los experimentos de
SELEX utilizan con frecuencia bibliotecas con 10'-10"° secuencias aleatorias (Kinghorn et
al., 2017).

4. Sitios de uniéon de cebadores: Para facilitar la amplificacion y la secuenciacion de los
aptameros durante el proceso SELEX la biblioteca de aptameros debe incluir sitios de unién
de cebadores que son las llamadas regiones constantes de la biblioteca. (Kohlberger y
Gadermaier, 2021). Estas secuencias de cebadores flanquean la region aleatoria y deben ser
compatibles con el método de amplificacion elegido, por ejemplo, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). De ahi que el disefio de las regiones constantes debe seguir los mismos
principios del disefio de primers de PCR como es la longitud (18-25 nt), la composicion de
bases (40-60% de GC y con varias C o G en los extremos 3’ y 5’), una temperatura de fusion
entre 50-60°C y semejante entre los dos cebadores (Kohlberger y Gadermaier, 2021) para

evitar la formacion de dimeros, asas y horquillas (Pan y Clawson, 2009).
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5. Composicion de nucleétidos: Las propiedades de unién de los aptameros generados
pueden verse afectadas por la composicion de nucleétidos de la biblioteca. Al momento de
elegir la composicién de nucledtidos, es fundamental tener en cuenta las caracteristicas de la
molécula diana. Por ejemplo, cuando el objetivo es una proteina, con frecuencia se utiliza una
biblioteca con una representacion equilibrada de nucleétidos (A, T, G, C) en la region aleatoria.
Sin embargo, para mejorar la afinidad de union, si el objetivo es una molécula pequefia, se
pueden agregar nucleétidos modificados o combinaciones de bases especificas (Ni et al.,
2011).

6. Consideraciones de estructura secundaria: Los aptameros se pliegan en estructuras
secundarias y terciarias especificas que son esenciales para su capacidad de union. El disefo
de la biblioteca debe considerar evitar la formacion de estructuras de horquilla estables dentro
de la region aleatoria que puedan impedir el plegado adecuado que promueva la formacién de
estructuras funcionales. El uso de herramientas bioinformaticas puede guiar el proceso de
disefo de la biblioteca y ayudar a predecir posibles estructuras secundarias en las secuencias

que la componen (Lee et al., 2023).

1.2.2 La sintesis y seleccion de aptameros in vitro

Para generar y seleccionar aptameros que se unan a un blanco particular, se utiliza el
procedimiento conocido como SELEX (Song et al., 2012). Para aislar aptameros con alta
afinidad para el objetivo deseado, en el proceso de SELEX se utilizan multiples rondas de
seleccion, en las que la biblioteca de aptameros conteniendo secuencias aleatorias se somete
a ciclos iterativos de union al blanco, recuperacion de los aptameros unidos y amplificacion,
usualmente por PCR, para incrementar la cantidad de copias que se unen al blanco especifico
(Fig.1). Este método permite la generacion de aptameros con estructuras tridimensionales

distintivas que pueden unirse especificamente a sus moléculas diana. (Lee et al., 2023).

Cada ronda del proceso SELEX normalmente implica la amplificacion de la biblioteca para
enriquecer los aptameros con la mayor afinidad de unién por la molécula diana. (Kohlberger y
Gadermaier, 2021). Luego, se aislan los aptameros mas especificos y de mayor afinidad de la

biblioteca amplificada y se eliminan los aptameros menos afines (Cho et al., 2010).(Fig. 1).
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Figura 1.

Procedimiento SELEX para generar y seleccionar aptameros especificos. Se inicia con una
biblioteca de oligonucleétidos aleatorios que se expone a una molécula de interés. Los
aptaremos que se unen a la diana se seleccionan y amplifican, repitiendo el ciclo hasta obtener
secuencias con alta afinidad y especificidad. https://www.lubio.ch/blog/aptamers.

Durante el proceso de SELEX se llevan a cabo multiples rondas de selecciéon. Este proceso
implica la interaccion iterativa de la biblioteca de aptameros, que contiene secuencias
aleatorias, con el blanco de interés. Cada ronda incluye las etapas de unién al blanco,
recuperacion de los aptameros unidos y amplificacion, generalmente mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Este ciclo se repite para incrementar la abundancia de
aptameros con alta afinidad hacia el blanco especifico, optimizando asi la selecciéon de los

ligandos deseados (Fig. 1).

Los productos de la amplificacion mediante PCR de la biblioteca de aptameros durante el
proceso de SELEX se purifican para eliminar enzimas, nucleétidos, cebadores y otros
componentes no deseados. Este paso de purificacion se puede completar mediante la
utilizacién de cromatografias de afinidad o técnicas de precipitacion. En ocasiones, se puede
amplificar el producto de PCR purificado para aumentar el rendimiento o se pueden realizar
otras modificaciones, como agregar adaptadores a los aptameros seleccionados para la

secuenciacion futura de los mismos (Head et al., 2014). Es fundamental tener en cuenta que
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en el proceso de amplificacion de los aptameros se deben optimizar las condiciones de PCR
para reducir el sesgo provocado por la amplificacion preferencial de secuencias especificas y
la introduccion de mutaciones causadas por la PCR y poder mantener la diversidad de la

biblioteca de aptameros. (Kohlberger y Gadermaier, 2021).

En el proceso de seleccidon también se realiza la llamada contra-seleccion de los aptameros o
seleccion negativa, en la que se re-seleccionan aquellos aptdmeros que no sean capaces de
unirse a otras moléculas que pudieran tener semejanza estructural con el blanco deseado.
Para ello se realiza un proceso semejante al SELEX pero se utilizan los blancos no deseados

para realizar la seleccion y se recuperan los aptameros que no sean capaces de unirse a ellos
(Fig.1).
1.2.3 La sintesis y seleccion de aptameros in silico

El disefo, generacién y seleccion de secuencias de aptameros utilizando técnicas informaticas
se conoce como sintesis "in silico"y no implica pruebas in vitro o in vivo durante el proceso de
disefio y seleccion (Chen et al., 2023). Este método puede ahorrar tiempo y recursos al permitir
eliminar algunos de los posibles candidatos antes de realizar la confirmacion experimental en

el laboratorio. Los pasos para realizar los procedimientos "in silico” son los siguientes:

-Seleccion de la molécula objetivo: Al igual que para realizar la seleccion in vitro se elige la
molécula objetivo a la que se desea que se una el aptamero (Chen et al., 2023). La misma
puede ser una proteina, un acido nucleico, un ién, o cualquier otra macromolécula o incluso la

conformacion de una biomolécula particular (Fig. 2A).

-Busqueda
Para identificar secuencias de aptameros con blancos o caracteristicas de unién semejantes,
es recomendable realizar busquedas en bases de datos especializadas de secuencias y

estructuras de aptameros conocidas. Algunas de las bases de datos mas utiles incluyen:

Aptamer Database: https://www.aptagen.com/apta-index/
ADN Aptamer Database: http://aptamer.icmb.utexas.edu/ (ver Fig. 3B).
Ademas, es posible generar nuevas secuencias de aptameros, tanto de ADN como de ARN,

utilizando diversas herramientas de software, tales como:

AptaSuite: http://aptasuite.bioinformatics.cvr.ac.uk/

NUPACK: http://www.nupack.orqg/

ADN/RNA Oligonucleotide Modeling Platform: https://enme.umd.edu/bioengineering/
AptaTools: http://aptatools.sustc.edu.cn/

iDoRNA: https://www.mdpi.com/1099-4300/18/3/83

Invenire Aptamers: https://www.invenire.bio/
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Figura 2.

Proceso de disefo in silico de aptameros y comprobacion experimental. Proceso de disefio y
validacion de aptameros dirigido a MCP-1. (A) Seleccién del blanco molecular. (B)
Identificacion de aptameros potenciales mediante busquedas en bases de datos
especializadas. (C) Predicciéon y analisis de la estructura secundaria del aptamero
seleccionado. (D) Evaluacion de las interacciones moleculares a través de simulaciones de
acoplamiento molecular. (E) Validacion experimental in vitro para confirmar la afinidad y
funcionalidad del aptamero disefiado https://doi.org/10.3390/ijms22073605

(A) Seleccion de la molécula de interés: Eleccion del blanco al que se dirigira el aptamero;(B)
Busqueda en bases de datos: Exploracion de secuencias de aptameros en bases de datos,
como AptamerDatabase, para identificar posibles interacciones con la molécula de interés;
(C) Modelacion de la estructura secundaria: Prediccion de la estructura secundaria a partir de
la secuencia seleccionada, evaluando su estabilidad y motivos de unién;(D) Verificacion de las
interacciones moleculares: Simulacion y visualizacion de interacciones mediante ensayos de
acoplamiento molecular para comprender la naturaleza de la unién; (E) Realizacion de
ensayos experimentales: Validacion in vitro del disefio in silico mediante experimentos para

comprobar la efectividad de la interaccion entre el aptamero disefiado y la molécula de interés.

-Prediccion de la estructura secundaria: Después del disefio in silico inicial de los
aptameros candidatos es necesario predecir su estructura secundaria y tridimensional, asi
como realizar el analisis de los mismos para identificar posibles motivos de unién al blanco de

interés (Fig. 2B). A partir del conocimiento de la estructura secundaria de los aptameros y su
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estabilidad termodinamica es posible modificar la secuencia de nucleétidos y recomenzar el
analisis nuevamente (Vorobyeva et al., 2018). El tipo de estructura secundaria es importante
ya que se conoce que algunas de ellas facilitan mas que otras las interacciones con el blanco
de interés (Lee et al., 2023). Por ejemplo, se ha reportado que las estructuras de tallo y burbuja
0 con asas internas permiten mejores interacciones de los aptameros con sus blancos,
comparadas con las que forman solamente una doble cadena o ramificaciones de doble
cadena, las cuales las desfavorecen (Odeh et al. (2019). Estos analisis se realizan con
diferentes herramientas de software como Mfold (http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold),
RNAfold (Lee etal., 2023), UnAFold (htip://unafold.rna.albany.edu/) y Rosetta

(https://www.rosettacommons.org/) entre otros.

Verificacion de las interacciones moleculares: Para evaluar las afinidades de union de los

aptameros disefiados in silico, se emplean técnicas de simulacion virtual (Buglak et al., 2020).
Entre ellas, se pueden incluir simulaciones de dinamica molecular, analisis de acoplamiento
molecular (docking) y otras herramientas computacionales (Fig. 2C). En este estudio, la

herramienta computacional mas utilizada fue HADDOCK https://rascar.science/haddock2.4/

-Validacion experimental: Para realizar la validacion experimental se analizan las afinidades
y especificidades de union de los candidatos a aptameros por las moléculas blanco
sintetizandolos en el laboratorio (Ospina, 2020). Para validar las predicciones informaticas, en
esta etapa se utilizan pruebas in vitro o in vivo (Fig. 2D). En esta fase igual que cuando se
generan aptameros por el método convencional de SELEX experimental se puede optimizar
la seleccion de los aptameros utilizando herramientas informaticas como Apta-TRACE

(https://www.ncbi.nlm.nih.qov/CBBresearch/Przytyckal/index.cqi#aptatool) que combina

datos de SELEX con datos de secuenciacidon masiva con el fin de seleccionar los aptameros
mas afines al blanco de interés. De igual forma existen bases de datos como SELEXdb

(http://www.rnabiology.com/selexdb/) que almacena informacién sobre experimentos de

SELEX y las secuencias seleccionadas facilitando la seleccion de nuevos aptameros.

Por ultimo, sobre la base de los resultados de la validacion experimental, se ajusta el disefio
in silico y el procedimiento de seleccion segun corresponda. Para mejorar el rendimiento del
aptamero, podrian ser necesarias iteraciones del ciclo descrito anteriormente.

1.2.4 Los aptameros de ADN y ARN

Las unidades monoméricas de los aptameros pueden ser desoxirribonucleétidos los cuales

forman aptameros de ADN, o ribonucleétidos que forman aptameros de ARN (Odeh et al.,
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2019). Los aptameros, tanto de ADN como de ARN, tienen ventajas y desventajas, asi como
aplicaciones especificas (Tabla 3). Los aptameros de ARN pueden formar estructuras mas

complejas, y por tanto tener mayor afinidad y especificidad por sus blancos, que los de ADN,

pero son mas labiles (Nimjee et al., 2017).

Tabla 3.

Caracteristicas de los aptameros de ADN y ARN: Ventajas, Desventajas y Aplicaciones

Especificas.

Caracteristica

Aptameros compuestos por

ADN

ARN

Secuencia constituida por

Composicion - L
P desoxirribonucleoétidos

Secuencia constituida por
ribonucledétidos

Tipicamente de 20 a 100

Tipicamente de 30 a 100

Longitud nucleétidos nucledtidos
Estabilidad Mas establg erldo ala Menosl e§tablg debido gl grupo de
desoxirribosa 2'-hidroxilo de la ribosa
Complejidad Forma estructuras secundarias Puede formar estructuras
estructural simples secundarias y terciarias complejas

Diagnéstico molecular, farmacos,

Aplicaciones terapia dirigida

Diagnéstico molecular, farmacos,
terapia dirigida

(Nimjee et al., 2017).

1.2.5 Las aplicaciones de los aptameros

Debido a sus caracteristicas distintivas y su capacidad para unirse a moléculas diana
especificas, los aptameros se utilizan en una amplia gama de aplicaciones incluidos el
diagnostico, la terapia y la investigacion (Keane y Sadda, 2012). Algunas de estas aplicaciones

son las siguientes:

Diagnéstico: Los aptameros se pueden utilizar como instrumentos de diagnéstico para
detectar biomarcadores o blancos particulares. Los aptameros son utiles en el diagndstico
clinico, monitoreo ambiental y pruebas de seguridad alimentaria debido a su alta sensibilidad,

selectividad y capacidad para reconocer una gran variedad de objetivos. (Ramos et al., 2007).

Terapia: Debido a la capacidad de los aptameros para unirse especificamente a moléculas
como proteinas, receptores de superficie celular o patégena, los aptameros tienen un gran
potencial como agentes terapéuticos. Es posible disefiarlos para inhibir o controlar la actividad

de sus moléculas blanco, lo que les permite actuar como inhibidores, agonistas o antagonistas
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de las mismas (Nimjee et al., 2017). Los aptameros, como tienen baja inmunogenicidad, son
faciles de sintetizar y modificar quimicamente para mejorar su estabilidad y farmacocinética, y

se pueden utilizar como alternativas a los anticuerpos tradicionales (Ma et al., 2023).

Entrega dirigida de medicamentos: Los aptdmeros se pueden unir a nanoparticulas,
agentes terapéuticos o transportadores de farmacos para facilitar la administracion dirigida de
medicamentos a células o tejidos especificos (Liu et al., 2022). Los aptameros pueden mejorar
la selectividad y la especificidad de los sistemas de administracién de farmacos al unirse a los
receptores o marcadores de la superficie celular. Este método reduce los efectos secundarios,
la toxicidad sistémica e incrementa la eficacia terapéutica de los farmacos (OziAdiSaputra et
al., 2023).

Imagenes y deteccion: Los aptameros se pueden utilizar como sondas moleculares en
diferentes técnicas de generacion de imagenes médicas de las estructuras y procesos dentro
del organismo mediante métodos no invasivos (Ospina (2020b). Estas moléculas se pueden
marcar con compuestos fluorescentes, radiois6topos o agentes de contraste para identificar
moléculas o estructuras relacionadas con enfermedades como el cancer, los trastornos
cardiovasculares y las enfermedades infecciosas (Dougherty et al., 2015). (AbhishekFutane et
al., 2023).

Bioseparacion y purificacion: Los aptameros se pueden utilizar para capturar y aislar
moléculas especificas de mezclas complejas en procesos de bioseparacion y purificacion
(Walter et al., 2012). Los mismos se pueden inmovilizar en soportes solidos o matrices de
cromatografia para unir y separar especificamente sus moléculas blanco. Esto permite una
purificacion eficiente en aplicaciones como la purificacion de proteinas, el desarrollo de

farmacos y la preparacién de muestras para técnicas analiticas (Beloborodov et al., 2018).

Biosensores y aplicaciones analiticas: Se han desarrollado biosensores basados en
aptameros, o ensayos de flujo lateral o de inmovilizacién ligados a aptameros (ALIA) para
detectar y medir las moléculas blanco (Prabir Kumar Kulabhusan et al., 2020). Las plataformas
de biosensores pueden incorporar aptameros para detectar moléculas blanco en tiempo real.
Los biosensores basados en aptameros permiten la deteccién rapida y sensible de analitos al
combinar aptameros con transductores, como dispositivos electroquimicos, dpticos o sensibles

a los cambios de masa (Aslan et al., 2023.Van Tang Nguyen et al., 2017).
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Herramientas de investigacion: Los aptameros son utiles para el estudio de la funcion y la
interaccion de las biomoléculas (Yoon y Rossi, 2018). Se pueden utilizar para estudiar las
relaciones entre la estructura y la funcion de las proteinas, buscar blancos en proteinas de
interés, modular las vias de sefalizacion celular y estudiar los procesos celulares. Los

aptameros también se pueden utilizar para validar objetivos farmacoldgicos. (Team, 2007).

Administracion de farmacos: Los aptameros se pueden acoplar a transportadores de
farmacos o nanoparticulas para dirigirse especificamente a células o tejidos que sobre-
expresan proteinas de interés. Este tipo de administracion focalizada de medicamentos puede

mejorar la efectividad del tratamiento y al mismo tiempo reducir los efectos negativos.

Estos son solo algunos ejemplos de las muchas formas en que los aptameros se pueden usar.
Las herramientas basadas en aptameros son atractivas para una amplia gama de aplicaciones
en medicina, biotecnologia, diagndstico e investigacion debido a la versatilidad, especificidad
y facilidad de sintesis de estas moléculas. Las aplicaciones potenciales de los aptameros y su
impacto en una variedad de campos siguen siendo objeto de investigacion y desarrollo en
curso (Zhang et al., 2019).

1.3 Antecedentes particulares

En un proyecto previo del grupo de trabajo se seleccionaron aptameros de ADN que
reconocian a la proteina MCP-1. A través del proceso de SELEX se seleccionaron ocho
aptameros, designados como M1-M8, que al determinarle su secuencia nucleotidica se
agruparon en tres grupos diferentes denominados M146, M57 y M8 (Alejandra Sanchez

Espinosa, 2019). [Tesis de Licenciatura Universidad Auténoma de la Ciudad de México].

El analisis in silico de las interacciones entre cada aptamero y el monémero de la proteina
MCP-1, revelé que M146 y M8 presentaban cuatro regiones de contacto con la proteina,
ademas de un valor de energia similar durante su interaccion con la proteina. En contraste, el
aptamero M57 compartia una regién de contacto con el aptamero M146 y demostré una
estabilidad del complejo aptamero-proteina y patrones de interacciones desfavorables que se
asemejaron a los de este ultimo (Alejandra Sanchez Espinosa, 2019). [Tesis de licenciatura
Universidad Auténoma de la Ciudad de México]. En consecuencia, esos hallazgos sugirieron
que cualquiera de los tres aptameros podria ser un buen candidato para su posterior
evaluacion in vitro contra la proteina MCP-1. Por otra parte, MCP-1 es una proteina que en

condiciones fisiolégicas Se encuentra formando un equilibrio entre su forma monomérica y su
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forma dimérica (Alejandra Sanchez Espinosa.2019). Tesis de licenciatura Universidad
Auténoma de la Ciudad de México]. Sin embargo, no se evaluo si los aptameros M146, M57 y
M8 eran capaces de interactuar con la forma dimérica de MCP-1, lo cual seria importante para
poder utilizarlos como reactivo para cuantificar esa proteina in vitro o incluso utilizarlos con

fines terapéuticos.

1.3.1 La proteina MCP-1y su cuantificacién

La proteina MCP-1, también conocida como CCL2 (ligando de quimiocina con motivo CC2),
es una quimiocina, miembro de la subfamilia C-C, capaz de producir quimiotaxis de monocitos
y células endoteliales, y producir sefiales que pueden afectar la proliferacién celular y promover

la angiogénesis (Palomino y Marti, 2015).

Las quimiocinas son polipéptidos de bajo peso molecular (7-15 kDa) estructuralmente
relacionadas (Palomino y Marti, 2015). Las cuales fueron originalmente caracterizadas por su
capacidad para producir quimiotaxis de leucocitos y células endoteliales. En situaciones
fisioldgicas o en respuesta a citoquinas o sefales inflamatorias (Palomino y Marti, 2015), las
células normales como las endoteliales, musculares y macrofagos pueden producir MCP-
1/CCL2 (Palomino y Marti, 2015).

De forma general, los niveles de MCP-1 se relacionan con los procesos inflamatorios y las
respuestas inmunoldgicas. De ahi que MCP-1 es considerada un biomarcador importante para
una serie de enfermedades, incluido el cancer, los trastornos autoinmunes y las enfermedades
cardiovasculares (Gupta et al., 2013). Se ha demostrado que la sobreexpresion de MCP-1
contribuye a la patogénesis y progresion de la ateroesclerosis, artritis reumatoide,
enfermedades renales cronicas, esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) y enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), complicaciones vasculares de la diabetes mellitus, entre otras
(NatsumiMasai et al., 2010, Wang, 2013, Geng et al., 2022).

MCP-1también es un objetivo de interés en la investigacion farmacolégica para desarrollar
tratamientos potenciales destinados a controlar la inflamacién, por lo que se utilizan técnicas
de deteccion y cuantificacion de esta proteina para evaluar la efectividad de los medicamentos
antiinflamatorios determinando qué tan bien reducen los niveles de MCP-1 (Calder et al.,
2013).

Las concentraciones de MCP-1 en muestras biolégicas como sangre o tejido se pueden
determinar mediante técnicas de detecciéon de proteinas como el ELISA. Por otra parte, la

investigacion en inmunologia utiliza métodos como la citometria de flujo y ELISA para
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identificar y medir MCP-1 en muestras de tejido o cultivos celulares (Evanoff et al., 1992). La
cuantificacion de MCP-1 permite incrementar el conocimiento sobre las respuestas inmunes y
la creacion de inmunoterapias al discernir la funcion de MCP-1 en el reclutamiento de células
inmunes y la inflamacion. Por otra parte, la deteccion y cuantificacion de niveles elevados de
MCP-1 pueden servir como marcador de trastornos particulares, facilitando el diagnéstico

temprano y el tratamiento del paciente (Deshmane et al., 2009).

MCP-1 también esta relacionada con el crecimiento y la propagacion de tumores, segun las
investigaciones sobre el cancer (Yoshimura et al., 2023). Para caracterizar la funcion de MCP-
1 en el desarrollo del cancer, se cuantifica la expresion de la proteina en tejidos tumorales. La
evaluacion de los niveles de MCP-1 puede ser util para determinar el pronéstico de un paciente

y las posibles opciones de tratamiento.

Los individuos con enfermedades inflamatorias cronicas como artritis reumatoide o
aterosclerosis con frecuencia también tienen niveles elevados de MCP-1 (Deshmane et al .,
2009). El seguimiento del desarrollo de la enfermedad y la evaluacion de la eficacia de la
terapia antiinflamatoria dependen en gran medida de la cuantificacion de MCP-1 utilizando
técnicas de deteccidn de proteinas convencionales. De todo lo anterior se deriva la importancia

de detectar y cuantificar MCP-1 en células, tejidos y fluidos bioldgicos.

1.3.2 Los métodos convencionales de cuantificacion de MCP-1 in vitro

En la actualidad existen diversos ensayos comerciales basados en la técnica de ELISA para
medir los niveles de MCP-1 (Tabla 4). Estos ensayos son de tipo sandwich y competitivo y
todos tienen un limite de deteccion en el orden de los picogramos (Tabla 4). Los objetivos
particulares del estudio, el equipo disponible y el tipo de material (como suero, lisados de tejido
o sobrenadante de cultivo celular) influyen en la técnica elegida. Luminex y ELISA son dos de
las técnicas mas utilizadas para cuantificar MCP-1 debido a su simplicidad, sensibilidad y
especificidad (Tabla 4).
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Tabla 4.
Kits para la deteccion de MCP-1 que se comercializan en la actualidad.

Marca . . Casa
. Fundamento Nivel de Deteccidn .
comercial comercial

ELISA tipo sandwich en fase solida

R&D systems (muestras provenientes de
(bio-techne) sobrenadantes de cultivo celular, 10 pg/mL R&D Systems Kit
MCP-1 suero, plasma con anticoagulantes,

orina)

ELISA para MCP-1 de ratén naturalo =10 ng/mL y no se
BD Biosciences recombinante (muestras provenientes identifico reactividad BD Biosciences
MCP-1 de sobrenadantes de suero, plasmay cruzada (valor = 4 Kit
cultivos celulares pg/mL)

Thermo Fisher

Scientific MCP- ELISA tipo sandwich 2.3 pg/mL Thermo Fisher Kit
1
Abcam MCP-1 ELISA tipo sandwich (cuantitativo) 1.26 pg/ml Abcam Kit
Bio Legend ELISA tipo sandwich para detectar . .
MCP-1 MCP-1 humana 1.6 pg/mL Bio Legend Kit
Cayman
Chemical MCP- ELISA tipo sandwich <3.8 pg/ml Cayman Chemical
1
Merck

. - Merck
(Millipore ELISA Colorimétrico 117 pg/ /rr“n'l‘_ 300 (M”“ﬁ )
Sigma) MCP-1 P9 —

1.3.3 El desarrollo de aptameros comerciales contra MCP-1

En la actualidad, existen siete aptameros contra MCP-1, todos compuestos por ARN. La
mayoria de ellos estan disponibles comercialmente para investigacion, pero su uso aun no
esta aprobado para diagnoéstico o tratamiento en medicina humana o animal (Lépez-Botet, et
al.,2011).

De estos aptameros, dos (ADR7 y ADR22) fueron generados contra MCP-1 de ratén (Rhodes
et al., 2001). Sin embargo, solo el aptamero ADR7 es comercializado por la empresa Aptagen
(MCP-1 (ADR?7) - APTAGEN Labs), probablemente debido a su mayor afinidad por el blanco,
con un Kd de 180 pM (Tabla 5).
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https://www.caymanchem.com/product/23621
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https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/product/sigma/rab0054?gclid=CjwKCAjwvrOpBhBdEiwAR58-3ABcjYNUOZKygUAZu3ZJEH1ETJM3TC9qoQar7mgXPUapvQgfHosXqhoCjoYQAvD_BwE

Tabla 5.
Aptameros comerciales contra MCP-1.

Para Aptameros contra MCP-1
CTMM- CTMM-0124- NOX-
metros ADR7 ADR22 CTApt-M-105 TApt-7
Pt-M-1055 4124958  CTAPLT98 LH7 E36
Composicion 2-F- RNA 2-F-RNA RNA ADN/RNA RNA L-RNA,
RNA pegilado
- MCP-1  MCP-1  MCP-1humana _ McP-! — MCP-1humana MCP-1humanay ycp 4
Objetivo i i humana y de y sus de raton, y sus
deraton deratdon vy sus receptores . humana
ratén receptores receptores
Afinidad (Kd) 180 pM 370 pM <200 pM 50-200 nM 1 nm-1uM 50-200 pM 1.32 Nm
Longitud 70 nt ND 60-80 nt 50-200 nt 20-80 nt 50-100 nT 40 nt
Peso Molecular 225805 ND 22580.g/mol 21089.62 ND 16404.7 g/mol ND
g/mol g/mol
g%"te"'“ de go8e%  ND 62.86% 59.15% ND 59.62% ND

https://www.creative-biolabs.com/complement-therapeutics/googlesearch?key=MCP-1&ty=gooqgle

La compafiia Creative Biolabs comercializa cuatro aptameros de RNA dirigidos contra MCP-1
humana, y algunos de ellos también reconocen MCP-1 de raton y sus receptores celulares

(Tabla 5). Los aptameros son los siguientes:
CTApt-M-1055, CTMM-0124-JS8, CTApt-798, CTMM-0124-LH7
De estos aptameros, es importante destacar los siguientes:

CTApt-798: Es una mezcla de moléculas de ADN y RNA. Sin embargo, su afinidad es muy
baja, con un Kd de 1 nm a 1 uyM (Tabla 5), lo que lo hace ineficiente para la mayoria de las

aplicaciones. https://www.creative-biolabs.com/complement-therapeutics/target-ccl2-722.htm.

CTMM-0124-LH7: Este aptamero no solo reconoce MCP-1 humana y de ratén, y sus
receptores, sino que también tiene el menor Kd (50-200 pM) (Tabla 5), por lo que es el mejor
candidato para desarrollar ensayos in vitro de deteccion y cuantificacion de MCP-1 humana.
Mas informacién. https://www.creative-biolabs.com/complement-therapeutics/target-ccl2-
722.htm.

Otro aptamero relevante contra MCP-1 es NOX-E36, un esterecisémero L de RNA conjugado
a polietilenglicol, disefiado para evitar su reconocimiento por el sistema inmune. Este aptamero
se une y neutraliza MCP-1 humana, asi como tres quimiocinas altamente relacionadas, con

un Kd de 1.32 nM (Kulabhusan et al., 2020).
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NOX-E36 ya ha sido desarrollado ensayos como un producto inyectable y ha completado las
fases 1y 2 de estudios clinicos para su uso como terapéutico en humanos. Se ha establecido
que NOX-E36 es capaz de unirse a macréfagos de forma dosis dependiente y se evalud su
seguridad y tolerabilidad en alrededor de 100 individuos.
.(https://www.tmepharma.com/index.php?option=com_content&view=article&id=20&Itemid=4

77)

La firma TMEpharma esta conduciendo estudios para la aplicacion de NOX-E36 en oncologia,
basandose en datos preclinicos que muestran su actividad en modelos de tumores sdlidos de
pancreas,higado..(https://www.tmepharma.com/index.php?option=com_content&view=article
&id=20&ltemid=477 )

Los aptameros desarrollados hasta el momento contra MCP-1 tienen la desventaja de que
estan constituidos por RNA, por lo que son mas labiles y quimicamente menos estables que
si estuvieran constituidos por ADN (Tabla 5). La sintesis de aptameros de ADN es mas sencilla
y econdmica que la de aptameros de RNA, al igual que la adicidén de etiquetas para mejorar
su sensibilidad y versatilidad en distintas técnicas de deteccidn, por ejemplo microarreglos
(Song et al., 2012). Por otra parte, los aptameros de ADN tienden a formar menos estructuras
secundarias no deseadas en comparacion con los aptameros de RNA, lo cual mejora la
sensibilidad y la reproducibilidad en las mediciones al contribuir a una mayor uniformidad en
la interaccion aptamero-proteina (Song et al., 2012). Los aptameros de ADN también tienen
otras ventajas como que pueden ser amplificados directamente mediante PCR o ser
integrados facilmente a otras plataformas de deteccion ya existentes, y tienen menor potencial

inmunogénico sin que haya que realizarles modificaciones de bases (Tabla 3).

No obstante debe sefalarse que los aptameros de ADN son susceptibles a interactuar de
forma no especifica con proteinas presentes en la muestra bioldgica (Song et al., 2012), por
lo que es importante optimizar las condiciones experimentales y seleccionar cuidadosamente
sus secuencias para minimizar los falsos positivos en el desarrollo y aplicacion de aptameros
de ADN.

De forma general las ventajas de los aptameros de ADN con respecto a los de RNA los
convierten en una alternativa mas simple y por tanto mas atractiva y efectiva para abordar las
necesidades de deteccion de macromoléculas en investigaciones biomédicas y aplicaciones

clinicas de los aptameros.
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2. JUSTIFICACION

La inflamacion desempefa un papel critico en numerosas enfermedades, como enfermedades
cardiovasculares, metabdlicas, autoinmunitarias y neurodegenerativas. MCP-1, es una
quimiocina que se ha identificado como un mediador clave en la respuesta inflamatoria al
reclutar monocitos y macrofagos al sitio de la inflamacion. La capacidad de MCP-1 para
modular la inflamacién la convierte en un objetivo prometedor para el desarrollo de terapias

dirigidas y estrategias de diagnostico.

Hasta el momento no existen aptameros de ADN comerciales que sean capaces de unirse con
alta sensibilidad y especificidad a MCP-1 y los métodos convencionales, aunque son eficientes
para detectar y cuantificar esta quimiocina mediante ELISA poseen las desventajas asociadas

a la generacion y uso de anticuerpos.

El desarrollo de aptameros de ADN contra MCP-1 permitira desarrollar en un futuro reactivos
de diagnéstico o de tratamiento a un menor costo y de forma mas simple que como se realiza

en la actualidad.
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2.1 Hipétesis

La seleccion combinada, in silico e in vitro, de la secuencia de aptameros contra MCP-1 genera

moléculas con la afinidad requerida para detectar MCP-1 in vitro a nivel picomolar.

2.2 Objetivo general

Optimizar y estandarizar la deteccion de MCP-1 humana in silico e in vitro, respectivamente,

mediante aptameros de ADN.

2.3 Objetivos especificos

1-Verificar y caracterizar in silico las interacciones de los aptdmeros M146, M57 y M8 con
MCP-1 humana.

2-Modificar in silico la secuencia de los aptameros M146, M57 y M8 para optimizar las

interacciones con MCP-1 humana.
3-Determinar la constante de afinidad de los aptameros modificados.

4-Evaluar la deteccion de MCP-1 humana in vitro utilizando los aptameros modificados.
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2.4 Estrategia experimental

Andlisis in silico

~

Verificar las interacciones inw

Optimizar los aptameros

Determinar in silico la

silico entre los aptameros
M146, M57 y M8 con las

originales que hayan
mostrado mejores

Predecir in silico la
estructura secundaria de

puntuacion de unién

Y

interacciones con MCP-1

»| entre los aptameros

formas 1DOL (monémero ) y

los aptameros

modificado

sy MCP-1,

1DOK (dimero) de MCP-1

mutando su secuencia

modificados (mutantes)

humana

central

y HSA
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2.5 Materiales y Métodos

2.5.1Secuencia de los aptameros candidatos M146, M57 y M8 evaluados

Las secuencias de los aptameros candidatos M146, M57 y M8 seleccionados por su afinidad
por MCP-1 y por no reconocer a HSA (Alejandra Sanchez Espinosa, 2019). [Tesis de
licenciatura Universidad Autonoma de la Ciudad de México] se utilizaron para simular sus
interacciones con el monoémero y el dimero de MCP-1 y obtener in silico nuevos aptameros
optimizados. Los tres aptameros cuentan con 20 nucledtidos en cada extremo para
amplificarlos mediante PCR y 33 (M146) 6 40 (M57 y M8) nucledtidos centrales (N) diferentes
(5'-GTATGTCTGATACTCTGTGA-N-AGTCACTGGATCTAACATTA-3"). La secuencia central

(N) de cada uno de los aptameros evaluados es la siguiente:

M146: 5°- ATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAG-3’
M57: 5'-CCGGCAGTCACTGGATCTAACATTAATCTTTCTAGAAGAT-3’

M8: 5'-CCGGCAGTCACTGGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATA-3’

2.5.2 Caracterizacion de las interacciones de M146, M57, M8y los aptameros

derivados de ellos con las formas monomérica y dimérica de MCP-1 humana

Para simular las interacciones entre M146, M57, M8 y los aptameros derivados de ellos
(aptameros optimizados) con la proteina MCP-1 se obtuvieron las estructuras cristalinas de la
forma monomeérica (1DOL) y dimérica (1DOK) de MCP-1 en el sitio web de RCSB PDB

(https://www.rcsb.org).

Las estructuras tridimensionales de todos los aptameros caracterizados, se obtuvieron
empleando el servidor web 3dRNA/ADN (Wang et al., 2019; http://biophy.hust.edu.cn/3dRNA).

Los modelos 3D de las secuencias de aptameros se acoplaron a cada estructura de MCP-1

mediante el servidor web HADDOCK (https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/submit/1). La

puntuacion de energia y los valores de RMSD de cada par de acoplamiento se registraron y

analizaron para evaluar las interacciones proteina-aptamero.
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2.5.3 Verificacion in silico de la interaccion de los aptameros M146, M57 y M8

y los aptameros derivados de ellos (optimizados) con MCP-1 y HSA

La interaccién potencial de los aptameros M146, M57 y M8 y de los aptameros optimizados,
con MCP-1 y HSA se evalud in silico utlizando el servidor web PPAI 1.0
(http://39.96.85.9/PPAI/) con los parametros predeterminado (Li et al., 2020). Se establecié

una puntuacion umbral de 0.5 para seleccionar las secuencias con mejor afinidad (interaccion)

por los blancos evaluados.

2.5.4 Optimizacion in silico de las secuencias de los aptameros M146, M57 y
M3

Para incrementar la sensibilidad y especificidad de los aptameros originales (M146, M57 o M8)
por MCP-1 se realizaron cambios de bases aleatorios dentro de la region variable de la
secuencia de aquellos aptameros que tuvieran las mayores y menores puntuaciones de
interaccion in silico con MCP-1y HSA, respectivamente. Para generar las mutantes in silico se

utilizé el servidor "Sequence Manipulation Suite: Mutate ADN (https://www.bioinformatics

mutate ADN.html.) Se muté de forma aleatoria hasta el 35% de la secuencia original de cada

aptamero seleccionado, y se generaron 50 mutantes de cada uno de ellos. Se modelaron las
estructuras secundarias de cada una de las mutantes generadas utilizando el servidor
RNAFold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cqi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). Se seleccionaron

aquellas secuencias que generaran estructuras secundarias del tipo H/l y que tuvieran las

mayores y menores puntuaciones de interaccion in silico con MCP-1 y HSA, respectivamente.

2.5.5 Sintesis y verificacion de los aptameros optimizados

Las secuencias de oligonucledtidos de cadena sencilla de los nuevos aptameros optimizados
se enviaron a sintetizar y purificar por métodos estandar (Uniparts). Para asegurar la integridad
y pureza de los aptameros sintéticos, se verificd el tamafio de los mismos amplificandolos
mediante PCR y realizandoles electroforesis en gel de poliacrilamida y en gel de agarosa a los
productos de la amplificacion. Como marcador de tamafio molecular se utilizaron las escaleras
de ADN bicatenario (ladder) de 25, 50 6 100 pb (Sigma aldrich).
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2.5.6 Obtencion de moléculas de doble cadena de los aptameros

seleccionados mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los aptameros optimizados se realizé mediante PCR. Especificamente, se
preparé un volumen de reaccién de 25 pL, utilizando 2.6 uM del molde a amplificar y 0.2 yM
de cada cebador directo y reverso de los extremos de los aptameros en la disolucion MasterMix
1X (Roche, Cat. 11636103001). Los cebadores en direccion directa y reversa con las
secuencias 5-GTATGTCTGATACTCTGTGA-3' y 5-TAATGTTAGATCCAGTGACT-3',

respectivamente, se sintetizaron acoplados y no acoplados a biotina (Uniparts).

Las condiciones de la PCR comprendieron la desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3
minutos, seguida de 40 ciclos que consistieron en la desnaturalizacion a 95 °C durante 3
segundos, seguidos por un paso unico de alineamiento/extension 60 ° C durante 15 segundos.
Posteriormente el producto de la reaccion se conservé a 4 °C. El tamafio de los productos de

la reaccion se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa.

2.5.7 Obtencion mediante PCR asimétrico de moléculas de cadena sencilla de

los aptameros seleccionados

Para obtener ADN de cadena sencilla de cada uno de los aptameros seleccionados se utilizé
la técnica de PCR asimétrico. Se ensayaron diferentes cantidades de cebadores en la reaccion
en sentido directo y reverso utilizando las mismas condiciones de ciclos y temperaturas
utilizadas para amplificar la biblioteca 2Apt descritas en el acapite anterior. La relacion entre
cebador directo: reverso fue variada de 50:1 a 20:1. Se ensayaron diferentes concentraciones
del molde de aptamero (1.3 — 5.2 uM), y se monitored la cantidad de producto de PCR en la

reacciona diferentes cantidades de ciclos.

También se ensayaron gradientes de temperatura de 95 a 65°C en pasos de 5-10°C
manteniendo el resto de las condiciones de PCR constantes con el fin de eliminar

realineamientos incorrectos entre los cebadores y el molde de aptamero

Para marcar los aptameros con biotina se afiadieron a la reaccién los cebadores marcados
con biotina en las mismas concentraciones que se utilizaron los cebadores sin marcar y en las
condiciones estandarizadas para obtener ADN de cadena sencilla. El tamafio de los productos

de la reaccion se verificO mediante electroforesis en gel de agarosa. Para realizar los ensayos
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experimentales con los aptameros optimizados se verifico la obtencion de cadena sencilla de

cada uno de ellos utilizando el procedimiento de PCR asimétrico previamente estandarizado.

2.5.8 Electroforesis en gel de agarosa para el analisis de los productos de la

amplificacion por PCR

Se realizd electroforesis en gel de agarosa para analizar los productos de amplificacion
mediante la PCR de los aptameros obtenidos. Para ello se prepard un gel de agarosa al 4%
en tampon SuperBuffer 1X (0.01mM NaOH, 36.4mM acido borico). Cada pozo del gel se cargo

con 10 L de la reaccion de PCR.

La electroforesis se llevd a cabo en una mini camara de electroforesis (Mini-Sub® Cell GT de
Bio-Rad) utilizando tampdn SuperBuffer 1X. La camara se sometié a una corriente eléctrica
constante de 100 voltios durante una 20-30 min para permitir la migracion de los fragmentos

de ADN a través del gel.

2.5.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Para analizar la integridad y tamafio de los aptdmeros se analizaron en geles de poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 30:1) al 12% en TBE 0.5 X (44.5 mM Tris base, 44.5 mM &cido bdrico
y 1 mM de EDTA, pH 8.3) aplicando un voltaje de 100 V por 1 hora. Cada pozo del gel se cargd

con 10 L de la reaccion de PCR.

2.5.10 Tincion y visualizacion de los aptameros en geles de agarosa y

poliacrilamida después de la electroforesis

Para la tincion de los acidos nucleicos, a la muestra se le afiadio "GelRed", en una proporcion
de 1/10 000, antes de cargarla en el gel de agarosa o poliacrilamida. Una vez finalizada la
electroforesis, se visualizaron y documentaron los patrones bandas de ADN en el gel utilizando

un transiluminador de luz ultravioleta (BioRad, modelo: ChemiDoc).

2.5.11 Inmovilizaciéon de la proteina MCP-1 y HSA en un soporte sélido

Se inmovilizd6 MCP-1 humana recombinante (Kit Human MCP-1/CCL2, BioLegend, cat:
438805) y HSA (Sigma, =296%, Lot: SLBV2587)en los pozos de una placa de ELISA de
poliestireno de fondo plano de acuerdo a lo descrito previamente (Alejandra Sanchez
Espinosa, 2019). [Tesis de Licenciatura Universidad Autonoma de la Ciudad de México] Cada
una de las proteinas se diluyeron a una concentracion de 75 pg/ml de buffer carbonato-
bicarbonato (0.1 M carbonato de sodio, 0.1 M bicarbonato de sodio, pH 9.6) y se recubri6 cada

pozo de la placa con 100 uL de esa disolucion, y se incubaron durante 16h a 4°C. A
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continuacion se elimind el buffer de recubrimiento y cada pozo se lavé cuatro veces con 100
uL de PBS IX (137 Mm NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7.4) a
temperatura ambiente durante 5-10 minutos con agitacion gentil. Como control negativo se
recubrieron los pozos de la placa con 100 pL de buffer carbonato-bicarbonato y se sometieron

al mismo proceso que los pozos recubiertos con las muestras de proteinas.

Las microplacas se conservaron a 4 °C por menos de 24 h afiadiendo en cada pozo 200 uL
de PBS 1X.

2.5.12 Prediccion de la afinidad de Unién y la constante de disociacion de los

complejos MCP-1-aptameros optimizados

La prediccion de la afinidad de union del complejo MCP-1/Aptamero, obtenido mediante el
acoplamiento molecular, se llevé a cabo utilizando el servidor PreDBA (ang W, Deng L.
PreDBA: A hetero gene ous ensemble approachf or predicting protein- ADN binding affinity.
Sci Rep. 2020;10(1). doi:10.1038/s41598-020-57778-1) (http://predba.denglab.org/), que
emplea un método computacional basado en un algoritmo de aprendizaje automatico. El valor
de AG obtenido se utilizé como entrada de datos para calcular la constante de disociacion en

el servidor web NovoPro (https://novoprolabs.com/tools/deltag2kd) a una temperatura 298 K.

2.5.13 Calculo de la Kd de los aptameros optimizados mediante ensayos de

PCR cuantitativa en tiempo real

Los pozos de la placa de ELISA recubiertos con MCP-1 se incubaron con 100 pL de cada uno
de los aptameros optimizados disueltos en PBS 1X a diferentes concentraciones (0, 15.8, 31.6,
63.2, 126.4 y 252.8 nM) durante 3 horas a 4 °C. A continuacion, se realizé6 PCR cuantitativa en
tiempo real a la disolucién de aptameros de cada una de las diluciones preparadas y a la
muestra recuperada de cada pozo a las correspondientes concentraciones. La reaccion de
PCR se llevd a cabo utilizando 5 de los aptameros recuperados o de las correspondientes
disoluciones de aptameros antes de interactuar con MCP-1, 5 pL de SYBR-Green PCR
MasterMix (Agilent Technologies, Inc., La Jolla, CA, EE. UU.), y 1 uM de cada cebador apt2,

directo y reverso, en un volumen final de 25 pL.

La reaccion de PCR cuantitativa se realizé en un Rotor-GeneQMDx 5plex HRM (CA) aplicando
95 °C durante 3 min y 40 ciclos a 95 ° C durante 3 segundos y 60 ° C durante 15 segundos.
Para determinar la cantidad de aptameros presentes en cada muestra se utilizé el método
descrito por Ramakers y cols (Ramakers et al., 2003). El cual estima la cantidad de producto

(Nc) después de C ciclos mediante la formula:
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log (Nc) = log(No) + log(E) x C

Donde No y E son la cantidad inicial de ADN vy la eficiencia de amplificacion, respectivamente
y se estiman de la curva de regresion de la region lineal de los datos de fluorescencia

transformados [log (fluorescencia) vs ciclos], como: No = 10Mercero y E = qpendiente

La fraccion de aptameros unida a MCP-1 después de la interaccion entre estas moléculas se
estimd como (aptsiock - @ptrecuperado) / aptsiock donde aptsiock €s la cantidad de aptameros en la
disolucion original (antes de interactuar con la proteina) y aptrecuperado, 1a presente en las
disoluciones de aptameros recuperadas (después de interactuar con la proteina) de cada pozo
de la placa a las concentraciones correspondientes. Los datos se graficaron como fraccion del
total unida contra concentraciones de aptameros ensayadas y la Kd se estimé utilizando un

modelo de unidn especifica con pendiente de Hill.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.5.14 Ensayo de interaccion de aptameros con MCP-1 y HSA en un soporte
solido

La interaccion entre los aptameros y la proteina MCP-1 o HSA se evalud en una placa de
ELISA de poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Corning, cat: 3599). Se recubri6 la
superficie de cada pozo de la placa de ELISA con diferentes concentraciones de MCP-1 o HSA
(25-300 pg), utilizando el procedimiento descrito en el acapite 2.5.11. A continuacion se puso
a interactuar, por separado, 10 yL de una disolucion 257 yM de cada uno de los aptameros
M146_47 y M57_32 marcados con biotina, disueltos en PBS 1X, durante 3h a 4°C.
Posteriormente se eliminé la disolucion de aptameros y los pozos se lavaron cuatro veces con
100 pyL de TE-100X (10 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) durante 10 min a temperatura
ambiente. Para detectar los complejos aptamero/MCP-1 o aptamero/HSA se incubaron los
pozos de la placa durante 1h a 4°C con 50 uL del conjugado estreptavidina—peroxidasa (1
mg/ml, Sigma-Aldrich), disuelto 1:50000 en PBS 1X. Al final de la incubacion se eliminé el
conjugado y se afadié100 pL de una disolucién 0.1 mg /ml de 3,3°,5,5"-Tetrametilbencidina
(TMB), disuelta al momento de utilizarse, en tampdn fosfato-citrato (26.5 mM acido citrico, 52.6
mM Na:HPO4, pH 5.0), mas 1:5000 pL de H20: al 30 %, y se incubd hasta que la reaccion
desarrollé color en cuyo momento se detuvo con 50 uL de H2SO42N. Por ultimo, las placas se

leyeron en un lector de placa a 450 mM. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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2.5.15 Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como media + error estandar. Para la estimacién de la
cantidad inicial de aptameros en los ensayos de RT-PCR el ajuste de la curva de regresién de
la region lineal de los datos de fluorescencia transformados versus el nimero de ciclos de
amplificaciéon se realiz6 mediante el método de los minimos cuadrados seleccionandose la
recta de menor error residual y mejor ajuste al modelo. El ajuste de la pendiente de Hill se
realiz6 mediante el método de los minimos cuadrados. Todos los analisis se realizaron por
triplicado a un nivel de significacion de 0.05. Para la realizacion de estos analisis se utilizo el

software GraphPadPrism 8.0.

3. Resultados

3.1 Evaluacioén in silico de las interacciones de los aptameros M146, M57 y

M8 con la proteina MCP-1 humana

Para evaluar la interaccién entre los aptdmeros M146, M57 y M8 con la proteina MCP-1
humana se realizaron experimentos de acoplamiento molecular (‘"docking molecular’) entre las
estructuras tridimensionales de estos aptameros y la de las formas monomérica y dimérica de
MCP-1.

Los resultados del acoplamiento revelaron que los tres aptameros (M146, M57 y M8) pueden
interactuar tanto con la forma monomérica como dimérica de la proteina MCP-1 (Tabla 6, Fig.3-
4). Este resultado es importante debido a que MCP-1 es una quimiocina con motivos de union
a ligandos del tipo C-C (CCL2), la cual existe en equilibrio entre las formas monomérica y
dimérica (Tan et al., 2012).

El complejo mas estable con el monémero fue MCP-1/M8, el cual obtuvo el puntaje de energia
mas elevado y la estructura era mantenida por 10 puentes de hidrégeno (Tabla 6, Fig. 3). En
el complejo formado se establecieron 21 interacciones aminoacidos/nucleétidos, incluidos
siete pseudoenlaces con el monémero de MCP-1 (Tabla 6, Fig. 3). Todas las interacciones de
la proteina ocurrieron con los nucleétidos 26-51, los cuales estan ubicados en la region variable
(40N) de M8 (Tabla 6, Fig. 3).
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En el caso de M146 y M57 los puntajes de energia del complejo formado con el monémero de
MCP-1 fueron similares, pero con M146 solamente se formaron cuatro puentes de hidrogeno
y la mayoria de las interacciones ocurrieron en la region constante de este aptamero y que es
comun a M8 y M57 (Tabla 6, Fig. 3). Por el contrario, la mayoria de las interacciones entre
M57 y el mondmero de MCP-1 ocurrieron en la region 40N de ese aptamero (Tabla 6, Fig. 3).
Los aptameros M146 y M57 establecieron 20 y 19 contactos con el dimero de MCP-1,
respectivamente y tuvieron un puntaje de energia y formaron una cantidad similar de puentes
de hidrégeno. Sin embargo, el complejo M146/MCP-1 presentdé menor cantidad de
pseudoenlaces y mayor numero de interacciones no favorables (‘clashes’) (Tabla 6, Fig.4).

El complejo formado entre M8 y el dimero de MCP-1 mostré el mejor puntaje de energia, la
mayor cantidad de puentes de hidrogeno estabilizando la estructura, ausencia de interacciones
desfavorables y 10 pseudoenlaces entre las dos moléculas. Estos pseudoenlaces se

establecieron con la region central (40N) del aptamero (Tabla 6, Fig.4).

La interfase ADN/proteina en los complejos formados por M146, M57 y M8 siempre estuvo
compuesta principalmente por aminoacidos polares, cargados negativa o positivamente (Tabla
6, Fig. 3-4). En consecuencia, las interacciones entre los aptameros evaluados y MCP-1 no
deben estar determinadas por la secuencia de bases de los aptameros sino por la estructura
tridimensional que ellos adoptan, tal y como ha sido reportado (Sullivan et al., 2019).

De acuerdo con la naturaleza de los aminoacidos participando en las interacciones
moleculares es probable que también se establezcan interacciones débiles del tipo Fuerzas

de Van der Waals y enlaces ionicos.

Por otra parte, los resultados obtenidos sugirieron que M146 y M8 comparten mas
interacciones con la forma monomeérica de MCP-1 que M146 y M57 o M57 y M8 (Tabla 6). Los
pares de aptameros que compartieron menos interacciones con la forma dimérica de MCP-1
fueron M146 y M8 o M57 y M8 (Tabla 6). Este hallazgo también sugirié que los mencionados
pares de aptameros interactuan con diferentes zonas de la proteina y pudieran ser usados en

ensayos de deteccién de MCP-1 tipo ELISA sandwich.
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Panel A Panel B

19 K116

Figura 3.

Modelos moleculares de las interacciones entre la forma monomérica de MCP-1 y los
aptameros M8, M57 y M147. A: Modelo completo; B: Regién de interaccion. La estructura del
ADN de cadena sencilla se representa en amarillo y MCP-1 en azul claro. La distancia entre
los atomos formando los puentes de hidrogeno se muestran en el panel B.
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Panel A Panel B

Figura 4.

Modelos moleculares de las interacciones entre la forma dimérica de MCP-1 y los
aptameros M8, M57 y M147. A: Modelo completo; B: Regién de interaccion. La estructura del
ADN de cadena sencilla se representa en amarillo y cada monémero de MCP-1 en azul claro
y purpura. La distancia entre los atomos formando los puentes de hidrégeno se muestran en
el panel B.

44



Tabla 6.

Andlisis de las interacciones entre los aptameros M146 y M57 y la proteina MCP-1 mediante

acoplamiento molecular.

Aptamero CCL2. Haddoc. RMS Enfrenta Pseudoenlaces Contacto  Aminoacidos Nucleétidos
k score D% de hidrégeno  mientos
1SD sD
(A)
M146. 513+ 25+% 4 4 7 26 K19 dA12
6.9 0.7. Q23, dC13,
Monémero R24,K49 dT14,dG43
M57 -49.4+ 3.8+ 4 2 6 13 S21, dG24,
9.7. 1.4 R24. dC25,
K49,K69,  dT38,
dA39,
Mondémero dC41,
dA42,
dG68,
dG69,dA70
M8 -118.9+ 2.2+ 10 2 7 21 Y13, dA26,
24.9 1.3 N14, dG27,
R18. dT28,
S21 dC29,dT38
R24, dT39
Monémero K38, dA48,
T45, dT49,T40
K49,K56 dG47,
dA48,
dC50,dT51
dA10,
M146 -66.7+ 3.4+ 7 2 5 20 R24 dG17,
14.6 0.8 K44 dG18,
K49, dG33,dA34,
Q73, dG41
Dimero R96, dA42
S96, dG43,
S99 dT44,dA45
R101
M57 -73.5%  2.6% 7 NO 11 19 $21,Q23 dC22,
13.2 0.3 K44 dA39
R96 dA40
S99 dT47
K116, dC48,
Dimero K141 dG62,
dT63,
dT71,dC72
M8 +107.3 1.1+ 1 NO 10 23 MO0,Q1 dC25,
12.7 0.7. T88 dA26,
N89,K91 dT28,
S93, dC29,T28,
R96 dC37,
S99, dT38
K116, dT39,
T143 dT40,
dT41
dT49
dC50,
dA58,dT59
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Sin embargo, se debe disefiar un ensayo de acoplamiento molecular entre las tres moléculas

(2 aptameros y una proteina), asi como también su posterior validacion experimental.

3.2 Evaluacion de la interaccion global potencial de los aptameros M146, M57
y M8 por MCP-1 y albumina humana (HSA)

La sensibilidad y especificidad de los aptameros M146, M57 y M8 se evalud analizando la
interaccion global de esas moléculas con MCP-1 y HSA mediante analisis in silico utilizando

el servidor web PPAI (http://39.96.85.9/PPAIl). La albumina humana es la proteina mas

abundante en el plasma humano, por lo que cuando se disefia una molécula para detectar
cualquier otra proteina plasmatica se debe evaluar si posee reaccién cruzada contra HSA. El
servidor PPAI predijo las interacciones proteina-aptamero basada en informacion de
secuencia de las dos moléculas y una plataforma de aprendizaje automatico que utiliza los

clasificadores ‘Adaboost’'y‘Random Forest'(Li et al., 2020).

La prediccion de la interaccion global de M146 y M57 con MCP-1 alcanz6 un puntaje mayor a
0.48 para el monémero y el dimero (Tabla 7). Sin embargo, M57 fue capaz de interactuar con
HSA, pero los puntajes de M146 y M8 con HSA fueron menores a 0.48 (Tabla 7). De acuerdo
con estas predicciones la interaccion de M8 con MCP-1 fue la que obtuvo menor puntaje con
el mondmero de la proteina (Tabla 7).

Como los resultados sugirieron que M146 y M57 eran los que tenian mayor sensibilidad por

MCP-1, se seleccionaron como aptameros candidatos para continuar el estudio.

Tabla 7.
Puntuaciones de prediccion de la interaccion proteina-aptamero utilizando los clasificadores
de aprendizaje automatico del servidor web PPAI.

MCP-1 HSA
Aptameros Monomero Dimero
M146 0.50 0.52 0.46
M57 0.55 0.53 0.48
M8 0.47 0.50 0.46

Servidor web PPAI: http://39.96.85.9/PPAI; HSA: albumina sérica humana. Umbral de

puntuacién de prediccion 0,48. Valores iguales o mayores que la puntuacion de prediccion

sugieren la interaccion entre las moléculas.
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3.3 Generacion y seleccion de aptameros optimizados mediante la realizacidon

de mutaciones in silico en M146 y M57

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad y especificidad de los aptameros M146 y M57
por MCP-1 se realizaron mutaciones aleatorias dentro de la regién variable (40N) de la
secuencia de dichos aptameros. A continuacién, se modeld la estructura secundaria de cada
mutante y se predijeron las interacciones con las proteinas MCP-1 y HSA basandose en la
informacion de secuencia de las dos moléculas utilizando el servidor web PPAI

(http://39.96.85.9/PPAI). Los criterios utilizados para seleccionar los aptameros mutados que

se analizarian in vitro fueron el tipo de estructura secundaria, su estabilidad termodinamica, y
los puntajes de la prediccidon de interaccion global proteina/aptamero que le confirieran la

mayor y menor afinidad por MCP-1 y HSA, respectivamente.

Se generaron 50 mutantes de cada aptamero, las cuales diferian de los originales en unas
pocas bases y hasta en el 90 % de la secuencia variable de los mismos (Tablas 8-9). Los
cambios de bases fueron fundamentalmente transiciones por lo que el porcentaje de GC se
mantuvo, en promedio, en el 40% (Tablas 8-9). El tipo de estructura secundaria mas
frecuentemente obtenida fue la H/L para el aptamero M146, mientras que para el M57 fue la |
( Fig.5, Tablas 8-9). La estructura H/L estd compuesta por un tallo y burbuja lo cual facilita la
interaccion con sus blancos. Sin embargo, la estructura | (Fig. 5), que es la mas frecuente en
las mutantes de M57, esta formada por un asa que también puede facilitar las interacciones.
Algunas secuencias formaban estructura de tipo S, y unas pocas de tipo M, pero estas ultimas
tenian los valores de energia libre mas altos (delta G), por lo que no fueron seleccionadas. No

se encontraron estructuras secundarias de tipo G ni D (Fig. 5).
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Figura 5.

Tipos de estructuras secundarias que pueden formar las moléculas de acidos nucleicos de
cadena sencilla. Estructuras tipicas de los aptameros: (S) tallo o stem, donde dos segmentos
de la secuencia forman una doble hélice; (H/L) horquilla o hairpin loop, con un lazo en el
extremo de una estructura de tallo; (i) estructura i-motif, que se estabiliza en secuencias ricas
en citosina a pH acido; (L) lazo o loop, representando la formacion de bucles en la secuencia;
(G) G-cuadruplex, una estructura apilada de guaninas; (D) duplex, con una doble hélice de
secuencias complementarias; (M) multi-brazo, en la cual mdultiples tallos emergen de una
region central. Estas estructuras proporcionan la conformacion tridimensional clave para la
funcién de los aptameros.

Para mejorar la sensibilidad y especificidad por MCP-1 fue necesario mutar mas del 50% de
la secuencia de nucleétidos original de los aptameros M146 y M57 (22 y 32 nucledtidos en
M146 y M57, respectivamente, (Tablas 8-9).

La modificacion de las secuencias de M146 y M57 genero los nuevos aptameros M146_47 y
M57_32 los cuales mostraron la mejor estabilidad termodinamica y el mejor puntaje de
interaccion con MCP-1 y el menor con HSA (Tablas 7-9). Por ejemplo, M146_47 tuvo un
puntaje de 0.52/0.53 para el monémero/dimero de MCP-1, el cual es mayor que el obtenido
por el aptamero M146 original (Tablas 7-8). Lo mismo sucedi6 con el nuevo aptamero M57_32
que su puntaje de interaccion con MCP-1 fue mayor que el del aptamero que le dio origen

(0.57/0.55, monémero/dimero, (Tablas 7 y 9), y no se verificaron interacciones con HSA (Tabla
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9). En consecuencia, se predijo que los nuevos aptameros M146_47 y M57_32 tenian mayor
sensibilidad por MCP-1, mientras ninguno de los dos interactuaba con HSA.

No obstante, debe sefalarse que el desempefio del método utilizado por el servidor web PPAI
para predecir interacciones aptamero-proteinas con un umbral de puntuacién de 0.48 tiene un
area bajo la curva (AUC) de 0.871 (Li et al., 2020). Aunque este AUC esta dentro del rango
considerado como bueno para cualquier ensayo, debe tenerse en cuenta que el método
utilizado por PPAI se basa unicamente en la informacién de secuencia y no tiene en cuenta la
estructura tridimensional del aptamero, por lo que la eficiencia de esta prediccion no es del
100%. Debe destacarse que por esas razones consideramos también para seleccionar las
mejores mutantes la estructura secundaria que formaban, ya que es conocido cuales de ellas

son las mas propensas a generar mejores interacciones (Hasegawa et al., 2016b).
Estos resultados sugirieron que la combinacion de métodos de SELEX, experimental e in silico,

puede ser una estrategia mas robusta para obtener aptameros con mayor sensibilidad y
especificidad por sus blancos.
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Tabla 8.
Caracteristicas estructurales, termodinamicas e interaccion global de las mutantes de M146
con MCP-1y HSA.

Tipo de Coeficiente de Coef(l;;lente
Aptameros | Secuencia estructura Energia libre P\?;:izrl;tiﬁj:aﬂe Czr;tzr;(l;io unién A MCP-1 | unién a HSA
secundaria
>M146 ATCTTCTAGAAAGATTCACAGAGTATCAGACATACCCGGC H/L -27.00 kcal/mol 43% 0.49 0.46
>M146-1 ATCTTTATCAGACCTAGAAAGATTCACAGAGATACCCGGC M -13.70 kcal/mol 14 /35.0% 43% 0.51 0.5
>M146-2 ATCTTATTCACAGAGTATCAGCTAGAAAGACATACCCGGC H/L -18.20 kcal/mol 13/32.5% 43% 0.49 0.47
>M146-3 ATCACAGAGTATCAATCTTCTGACATACCCGAAAGATGGC H/L -16.70 kcal/mol 24/60.0% 43% 0.5 0.45
>M146-4 AGAAAGATTCACAATCTTCTGAGTATCAGACATACCCGGC S -17.20 kcal/mol 15/37.5% 43% 0.49 0.46
>M146-5 GATTCACAGAGTATCAGACATCTTCTAGAAAATACCCGGC S -19.20 kcal/mol 21/52.5% 43% 0.49 0.46
>M146-6 GATTCACAGAGTATCATCTTCTAGAAAAGACATACCCGGC M -15.90 kcal/mol 22/55.0% 43% 0.49 0.46
>M146-7 GAAAGATTCACAGAATCTTCTAGACATACCCGGCAGTATC S -12.00 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.49 0.46
>M146-8 ATCTTCTGACATACCCGGCCACAGAAAGATTTCAAGAGTA H/L -7.60 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.51 0.47
>M146-9 AAAGATTCTACCATCTTCTAGCGGCACAGAGTATCAGACA H/L -15.80 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.5 0.45
>M146-10 | AAAGATTCACAGAGACATATCTTCTAGACCCGGGTATCAC S -11.20 kcal/mol 34/85.0% 43% 0.51 0.48
>M146-11 CCGGCTTCTAGAAAGATTCACATCCAGACATACAGAGTAT H/L -7.80 kcal/mol 29/72.5% 43% 0.51 0.47
>M146-12 | GAAAAGACATACCCGGATCTTACAGAGTATCTACGATTCC S -12.40 kcal/mol 35/87.5% 43% 0.5 0.47
>M146-13 | TTCATCTTCTAGAAAGAACAGAGTATCAGACATACCCGGC S -19.10 kcal/mol 10/25.0% 43% 0.49 0.46
>M146-14 | AAGAGATCTTCTAGAATATCAGACATACGATTCACCCGGC M -12.70 kcal/mol 26 /65.0% 43% 0.5 0.47
>M146-15 | TAGAAAGATATCTTCTCACGACATACCCAGAGTATCAGGC H/L -11.20 kcal/mol 25/62.5% 43% 0.51 0.44
>M146-16 | TAGAAAGATATCTTCTCACAGAGACATACAGTATCCCGGC H/L -11.00 kcal/mol 22/55.0% 43% 0.51 0.45
>M146-17 | AGAAAATCTTCTGATTCACACAGACATACCCGGAGTATGC H/L -12.30 kcal/mol 23 /57.5% 43% 0.5 0.48
>M146-18 | AGAAAGATTCACATCTTCTACTCAGACGAGTAATACCCGG M -7.10 kcal/mol 31/77.5% 43% 0.49 0.46
>M146-19 | AGAATCTTCTAAGGAGTATCAGACATACCCGGCATTCACA H/L -15.10 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.48 0.47
>M146-20 | AAAGATTCACAGAGTATCAGACATACCCGGCATCTTCTAG S -22.80 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.49 0.46
>M146-21 AAGATTCACAGACCCGGCGTATCAGACATAATCTTCTAGA S -15.90 kcal/mol 30/75.0% 43% 0.49 0.46
>M146-22 | AATCTTCTGAAAGATTCGTATCAGACATACACAGACCGGC H/L -14.30 kcal/mol 22/55.0% 43% 0.5 0.47
>M146-23 | GAAAGATTCAATCTTCTACAGAGTATCAGCCCGGCACATA H/L -14.00 kcal/mol 21/52.5% 43% 0.5 0.46
>M146-24 | TCACAGAGTATCAGACATACCCGGCATCTTCTAGAAAGAT S -19.80 kcal/mol 36 /90.0% 43% 0.49 0.45
>M146-25 | GATTCACAGAGTATCAGACAATCTTCTAGAAATACCCGGC S -18.50 kcal/mol 20/50.0% 43% 0.49 0.46
>M146-26 | ATCTTCTAGAAAGATTCACAGAGTAACATACCCGGCTCAG S -18.70 kcal/mol 10/25.0% 43% 0.5 0.45
>M146-27 | AAGATTCACAGAGTATCAGACATACCCATCTTCTAGAGGC S -23.10 kcal/mol 24 /60.0% 43% 0.49 0.45
>M146-28 | AAAGATTCACAGAGTATCGGCCAGACAATCTTCTAGTACC S -18.10 kcal/mol 33/82.5% 43% 0.48 0.45
>M146-29 | AATTCACAGAGTATCATCTTCTAGAAAGGACATACCCGGC M -29.10 kcal/mol 22/55.0% 43% 0.48 0.47
>M146-30 | AATTCACAGAGTATCAGACATATCTTCTAGAAAGCCCGGC S -19.80 kcal/mol 22/55.0% 43% 0.48 0.46
>M146-31 AAGATTCACAGAGTATCAGACATACCCGGCTCTTCTAGAA H/L -22.30 kcal/mol 24 /60.0% 43% 0.5 0.46
>M146-32 | ATCTTCTAGAAAGATTCACACATACCCGGCGAGTATCAGA H/L -15.90 kcal/mol 14 /35.0% 43% 0.49 0.46
>M146-33 | ATAGACATACCCGGCCTTCTAGAAAGATTCACAGAGTATC H/L -15.00 kcal/mol 33/82.5% 43% 0.49 0.48
>M146-34 | ATCTTCCAGAGTATCAGACATAGAAAGATTCATACCCGGC | -16.00 kcal/mol 14 /35.0% 43% 0.48 0.48
>M146-35 | ATGATTCACAGAGTATCACTTCTAGAAAGACATACCCGGC M -17.10 kcal/mol 16 /40.0% 43% 0.5 0.47
>M146-36 | ATCTTCACAGAGTATTTCTAGAAAGACAGACATACCCGGC M -17.70 kcal/mol 13/32.5% 43% 0.51 0.47
>M146-37 | ATAGATTCACAGAGTATCAGACATACCCGGCTTCTAGAAC | -23.20 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.5 0.47
>M146-38 | AGAATCAGACATACCTCTTTCACAGAGTTCTAGAAACGGC M -11.70 kcal/mol 27 167.5% 43% 0.54 0.47
>M146-39 | ATATCAGACATACCTCGATTCACAGAGTTCTAGAAACGGC M -10.80 kcal/mol 25/62.5% 43% 0.51 0.47
>M146-40 | ATCTAGAAACGGCGATTCACAGAGTATCAGACATACCTCT H/L -23.50 kcal/mol 32/80.0% 43% 0.5 0.45
>M146-41 AGATTCACACCTCTTCTAGAAACGGCGAGTATCAGACATA M -14.60 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.49 0.45
>M146-42 | AGATTACATACCTCTTCTAGAAACGGCCACAGAGTATCAG H/L -12.70 kcal/mol 30/75.0% 43% 0.5 0.47
>M146-43 | AAGAAACGGCGATTCACAGAGTATCAGACATACCTCTTCT H/L -21.30 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.49 0.45
>M146-44 | AGCTAGAAACGGATTCACAGAGTATCAGACATACCTCTTC H/L -21.80 kcal/mol 32/80.0% 43% 0.52 0.47
>M146-45 | AGATTCACTTCTAGAAACGGCAGAGTATCAGACATACCTC H/L -18.30 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.52 0.47
>M146-46 | AGATTTCAGACATACCTCTTCTAGAAACCACAGAGTAGGC H/L -9.40 kcal/mol 24 /60.0% 43% 0.51 0.46
>M146-47 | ATCAGACATACCTAGATTCACAGAGTCTTCTAGAAACGGC S -12.00 kcal/mol 22/55.0% 43% 0.52 0.46
>M146-48 | AGAGTATCAGACATAAGATTCACTAGAAACGGCCCTCTTC M -15.10 kcal/mol 28/70.0% 43% 0.49 0.46
>M146-49 | ATCTTCCAGAGTATCAGACATGGATTGATTCATACCCGGC M -23.20 kcal/mol 15/37.5% 45% 0.21 0.46
>M146-50 | ATCTTCAAGAGTATCAGATTTATAGAAACCCATTCATACCG M -22.30 kcal/mol 23 /57.5% 34% 0.12 0.49
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Tabla 9.
Caracteristicas estructurales, termodinamicas e interaccién global de las mutantes de M57 con

MCP-1y HSA.
Tipo de Energia libre . . Coeficiente de | Coeficiente de
A . Porcentaje de Contenido L. L.
Aptameros Secuencia estructura L unién a MCP-1 unién a HSA
secundaria variabilidad de C/G
>M57 CCGGCAGTCACTGGATCTAACATTAATCTTTCTAGAAGAT S -7.50 kcal/mol 40% 0.55 0.48
>M57-1 CGTCACTGGATCTCGGCAAATCTTTCTAGAAGATCATTAA | -5.70 kcal/mol 30/75.0% 40% 0.55 0.46
>M57-2 GGATCTAACATTAATCTTTCCCGGCAGTCACTTAGAAGAT S -5.80 kcal/mol 25/62.5% 40% 0.51 0.46
>M57-3 CCGGCAGTCACTGGACTTTCTAGAAGATTCTAACATTAAT M -4.80 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.54 0.49
>M57-4 CCTAATCTTTCTAGAAGATGGCAGTCACTGGATCTAACAT | -7.20 kcal/mol 26 /65.0% 40% 0.51 0.46
>M57-5 TCTAACATTAATCTTCCGGCAGTCACTGGATCTAGAAGAT S -4.50 kcal/mol 26 /65.0% 40% 0.5 0.47
>M57-6 CCGGCAGAACATTAATCTTTCTCACTGGATCTTAGAAGAT H/L -4.40 kcal/mol 22 /55.0% 40% 0.55 0.46
>M57-7 CTGGATCCGGCAGTCACTAACATTAATCTTTCTAGAAGAT M -8.90 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.55 0.47
>M57-8 CCACTGGATCTAACATTAATCGGCAGTCTTTCTAGAAGAT | -4.50 kcal/mol 11/27.5% 40% 0.55 0.48
>M57-9 CGTCACTGGATCTAACATTAATCTTTCTAGAAGATCGGCA | -5.30 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.55 0.46
>M57-10 TCACTGGATCTCCGGCAGAACATTAATCTTTCTAGAAGAT S -6.10 kcal/mol 32/80.0% 40% 0.54 0.47
>M57-11 CTGGATCTAACATTAATCTCCGGCAGTCATTCTAGAAGAT | -5.30 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.5 0.47
>M57-12 CCGGCAGTCACACATTAATCTTTCTAGAAGATTGGATCTA | -9.30 kcal/mol 23 /57.5% 40% 0.55 0.46
>M57-13 CCACTGGATCTAACATTAACGGCAGTTCTTTCTAGAAGAT | -6.10 kcal/mol 20/50.0% 40% 0.54 0.49
>M57-14 CCGGTTCTAGAAGATCAGTCACTGGATCTAACATTAATCT | -6.30 kcal/mol 25/62.5% 40% 0.51 0.47
>M57-15 GTCATAATCCTGGATCTAACATCGGCACTTTCTAGAAGAT | -2.20 kcal/mol 22 /55.0% 40% 0.51 0.47
>M57-16 CCCTGGATCTAACATTAATCTTTCTAGAAGATGGCAGTCA | -4.80 kcal/mol 32/80.0% 40% 0.5 0.46
>M57-17 CCGGCAGTCATTCTAGAAGACTGGATCTAACATTAATCTT | -6.50 kcal/mol 22 /55.0% 40% 0.53 0.46
>M57-18 CCGGATCTAACATTAATCTTTCTAGCAGTCACTGGAAGAT | -4.20 kcal/mol 22 /55.0% 40% 0.55 0.48
>M57-19 CTGGATCTAACATTCGGCAGTCACAATCTTTCTAGAAGAT M -9.40 kcal/mol 17 142.5% 40% 0.55 0.46
>M57-20 ATCTAACATTAACCTCTAGAGGCAGTCACTGGTCTTAGAT | -5.30 kcal/mol 32/80.0% 40% 0.51 0.45
>M57-21 GTCACTGGATCTCCGGCAAACTAGAAGATCATTAATCTTT S -5.80 kcal/mol 26 /65.0% 40% 0.53 0.48
>M57-22 GAAGATCGGCACTCTTTCTAGTCACTGGATCTAACATTAA | -3.30 kcal/mol 33 /82.5% 40% 0.55 0.46
>M57-23 CTTTCTAGAAGCGGCAGTCACTGGATCTAACATTAATCAT M )-4.90 kcal/ mol 27/ 67.5% 40% 0.52 0.45
>M57-24 GGCAGCCTCACTGGATCTTAGAAGATAACATTAATCTTTC | -7.80 kcal/mol 24 /60.0% 40% 0.53 0.45
>M57-25 CTCACTGGATCGGCAGCTAATTTCTAGAAGATCATTAATC | -5.20 kcal/mol 26 /65.0% 40% 0.54 0.46
>M57-26 GATCTGGATCTAACATTAATCTTTCCGGCAGTCACTAGAA M -7.40 kcal/mol 29/72.5% 40% 0.53 0.47
>M57-27 CTCACTGGATCTAACATTAATCTTCGGCAGTCTAGAAGAT H/L -7.50 kcal/mol 19/47.5% 40% 0.52 0.46
>M57-28 GTCACTGCCGGCAGATCTAAATCTTTCTAGAAGATACATT | -5.50 kcal/mol 26 /65.0% 40% 0.54 0.46
>M57-29 AGATGCAGTCACTGGATCTCCGTTCTAGAAACATTAATCT | -9.50 kcal/mol 32/80.0% 40% 0.52 0.46
>M57-30 CCGGCAGTCACTGGCTTTCTAGAAGATATCTAACATTAAT | -5.20 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.52 0.47
>M57-31 GTCACTGGATCTAACATTAATCTTCCGGCATCTAGAAGAT S -4.90 kcal/mol 21/52.5% 40% 0.5 0.46
>M57-32 CATCTAACATTAATCTTTCTAGAAGATCGGCAGTCACTGG | -5.70 kcal/mol 32/80.0% 40% 0.56 0.46
>M57-33 CTTCTTTCTACCGGCAGTCAGAAGATGGATCTAACATTAA | -6.50 kcal/mol 27/ 67.5% 40% 0.53 0.46
>M57-34 CCACTGGATCTAACATTAATCTTTCTAGAAGATGGCAGTC H/L -8.10 kcal/mol 27/ 67.5% 40% 0.54 0.48
>M57-35 CCGGCAGTCACTAGAAGATCTGGATCTAACATTAATCTTT M -7.40 kcal/mol 22 /55.0% 40% 0.55 0.47
>M57-36 TTAATCTCGGCAGTCACTTTCTAGAAGATCGGATCTAACA S -4.90 kcal/mol 31/77.5% 40% 0.53 0.47
>M57-37 CTGGATCTAACATCCGGCAGTCATAATCTTTCTAGAAGAT S -8.10 kcal/mol 16 /40.0% 40% 0.51 0.46
>M57-38 ATTAATCTTTCTCTGGATCTAACAGAAGATCGGCAGTCAC H/L -6.30 kcal/mol 32/80.0% 40% 0.55 0.48
>M57-39 ACTGGATCTAACCCGGCAGTCATTAAGAAGATATCTTTCT | -4.00 kcal/mol 28/70.0% 40% 0.5 0.48
>M57-40 CACTGGATCTAACCGGCAGTCAAGAAGATTTAATCTTTCT | -7.10 kcal/mol 28/70.0% 40% 0.54 0.47
>M57-41 GGATCTAACATTAATCTTCCGGCAGTCACTTCTAGAAGAT S -7.00 kcal/mol 24 /60.0% 40% 0.53 0.46
>M57-42 CATTAATCTTTCTAGAAGATCCGGCAGTCACTGGATCTAA | -9.00 kcal/mol 34 /85.0% 40% 0.53 0.47
>M57-43 TGGATCTAACATTAATCCGGCAGTCACCTTTCTAGAAGAT M -3.80 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.5 0.47
>M57-44 TGGATCTAACATTAATCCGGCAGTCACCTTTCTAGAAGAT M -3.80 kcal/mol 18 /45.0% 40% 0.5 0.47
>M57-45 TTAATCTTTCTAGAAGACCGGCAGTCACTGGATCTAACAT | -3.80 kcal/mol 30/75.0% 40% 0.55 0.48
>M57-46 AGTCACTGGACCGGCTCTATTTCTAGAAGATACATTAATC M -3.40 kcal/mol 27 /67.5% 40% 0.53 0.47
>M57-47 ACATTAATCTTTCTAGAAGATCCGGCAGTCACTGGATCTA | -6.50 kcal/mol 28/70.0% 40% 0.53 0.45
>M57-48 TGGATCTAACAAAGATCCGGCATTAATCTTTCTAGGTCAC S -8.40 kcal/mol 21/52.5% 40% 0.54 0.48
>M57-49 GTCATAATCCGAGAGAGAACATCGGCACTTTCTAGAAGAT M -9.00 kcal/mol 22 /55.0% 43% 0.23 0.32
>M57-50 TTAATCTCGATGTAGCGTTACTAGAAGATCGGATCTAACA M -9.00 kcal/mol 32/80.0% 38% 0.22 0.21
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3.4 Anadlisis in silico de las 75 HSA de los aptameros optimizados

A pesar de que los nuevos aptameros M146_47 y M57_32 tenian un tipo de estructura
secundaria diferente a la de los aptameros que le dieron origen (Tablas 8-9, Fig. 6), de acuerdo
con las predicciones y teniendo en cuenta la energia libre de estas estructuras secundarias
ellos tuvieron una estabilidad semejante (Fig. 6). Estas estructuras secundarias tienen una
conformacion de tallo y burbuja y en el caso de M57_32 también tiene algunas asas internas
y protuberancias de cadena sencilla combinando la estructura | con G (Fig.6).

Por otra parte, las interacciones in silico con el monémero y el dimero de MCP-1 de los
aptameros seleccionados tuvieron mayor puntuacién y menores valores de RMSD que los
aptameros originales M146 y M57 (Tablas 6 y 10). De igual forma, se establecieron mayor
cantidad de interacciones entre los nuevos aptameros y MCP-1 que las que establecian los
aptameros originales (Tablas 6 y 10, Fig. 7). La mayoria de los aminoacidos involucrados en
las interacciones son polares y los residuos N17 y R18 del mondmero y el dimero de MCP-1
estan participando en las interacciones con M146_47 y M57_32 (Tablas 6 y 10, Fig.7). Sin
embargo, debido al extenso numero de otros aminoacidos interactuando con los dos
aptameros, es probable que ellos puedan interactuar de manera simultanea con MCP-1 (Tabla
10).

(A) 8)

A-=M57 32-5.70 kcal/mol

Figura 6.

Representacion esquematica de las estructuras secundarias de los aptameros seleccionados
in silico (A) Aptamero M146_47; (B) Aptamero M57_32. Las estructuras secundarias se
modelaron para ilustrar la disposicidon espacial de los nucleétidos en estas moléculas y mostrar
el tipo de estructura secundaria.

52



Panel A Panel B

M146_47

Mondémero

M146_47 M146_47

Dimero

Figura 7.

Modelos moleculares de las interacciones entre MCP-1 y los aptameros M147_47 y

M57_32. A: Modelo completo; B: Regién de interaccion. La estructura del ADN de cadena
sencilla se representa en amarillo y cada monémero de MCP-1 en azul claro y purpura. La
distancia entre los atomos formando los puentes de hidrogeno se muestran en el panel B.
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Tabla 10.

Analisis de las interacciones entre los aptameros M146_47 y M57_32 y la proteina MCP-1
mediante acoplamiento molecular.

Aptamero CCL2 Haddoc. RMS

Enlaces
k score Dz de hidrégeno
*SD. SD

(A)

mientos

Enfrenta pseudoenlaces Contacto Aminoacidos

Nucleoétidos

M 147_47

Monémero

M 57_32

-68.9+

2.6+ 6
0.5

-96.0+. 1.3+ 7
73 09

16

14

N14,F15
N17,R18.
R24,K49

N14,N17,
K19,821,
Q23,K49,K58

dT18,
dG19,
dA20,
dA21,
dA22,
dA34,
dA36,
dA42,
dA43,

dT30,
dT31,
dT32,
dT33,
dT34,
dCa35,
dG42,
dA43,
dA44,

M 147_47

Dimero

M 57_32

-116.6 1.5+ 10
+36.5 0.4

-120.2 0.9+ 14
5.3 0.6

NO

10

24

29

N17,R18
S21,R24,
K49,K69,

N17,R18
K19,Q23
R24,K49
M72,R101,
R102,T104

dC7,dT8
dA20,
dA26,
dcz7,
dC31,
dC32,
dT33,
dT55,
dT56,
dT65,
dCe6,
dT67

dT31,
dA32

dA33,
dT34,
C35,

dT40,
dG42,
dA43,
dC51,
dAS52,
dG53,
dT54,
dC55
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Los resultados anteriores sugirieron que los aptameros M146_47 y M57_32 serian buenos
candidatos para continuar el trabajo, por lo que se enviaron a sintetizar.

3.5 Verificacion del tamaino molecular de los aptameros M146_47 y
M57_32mediante PCR

Para verificar el tamafio molecular y la integridad de los aptameros M146_47 y M57_32 se
amplificaron mediante PCR utilizando los cebadores de la biblioteca 2Apt y las condiciones de
reaccion utilizadas para amplificar los aptameros que le dieron origen (Materiales y Métodos
acapite 2.5.5). En las condiciones ensayadas siempre se obtuvo una unica banda que migraba
al nivel de las 80 pb (Fig. 8). Este resultado sugirié que los aptameros sintetizados tenian el
tamafo correspondiente y contenian en sus extremos las secuencias constantes que

permitieron su amplificacion.

M 147 47 57 32 M 147 47 57 32

-
-
-

-~ —
100bp e .
80bp —» ‘ ‘

S0bp 4.

(A) (B)

Figura 8. Amplificacion de los aptameros M146_47 y M57_32.

Electroforesis en gel de agarosa y de poliacrilamida de los productos de la amplificacion
mediante PCR de los aptameros M146_47 y M57_32. A: Electroforesis en gel de poliacrilamida
al 12 % de los productos de la amplificacion. B: Electroforesis en gel de agarosa al 4% de los
productos de la amplificacion. M: marcador de tamafio de 50 pb (HyperLadder™);
M146_47 y M57_32 son los aptameros candidatos que se sintetizaron quimicamente y se
amplificaron mediante PCR.
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3.6 Estandarizacion de la obtencion de ADN de cadena sencilla de los
aptameros M146_47 y M57_32 mediante PCR asimétrica.

Para realizar los ensayos experimentales con los aptameros M146_47 y M57_32 se
estandarizo la obtencion de cadena sencilla de cada uno de ellos utilizando la técnica de PCR.
Se ensayaron diferentes cantidades de cebadores de la reaccion en sentido directo y reverso
utilizando las mismas condiciones de ciclos y temperaturas utilizadas para amplificar la
biblioteca 2Apt, asi como también se modificaron las concentraciones del molde de aptamero,

las cantidades de ciclos y las de temperatura originales.

La aplicacion de 40 ciclos de amplificacion en las condiciones de PCR utilizadas para amplificar
la biblioteca 2Apt, pero afiadiendo 50 veces mas cebador directo que reverso generd un
amplicon que migré a nivel de las 80 pb lo cual sugiri6 que correspondia a moléculas de
aptamero de doble cadena (Fig. 9A, carril 1). Debe sefalarse que al parecer habia un exceso
de oligonucledtido en la reaccion (Fig. 9A, carril 1). Al disminuir la proporcién de cebador
directo a 25 veces mas que el reverso, se obtuvieron dos amplicones, uno que correspondia
a la doble cadena y otro que migr6 mas en la electroforesis, sugiriendo que contenia las
moléculas de cadena sencilla del aptamero (Fig. 9A, carril 2). La disminucion de la proporcion
de cebador directo: reverso a 20:1 produjo un sélo amplicon, aparentemente de ADN de
cadena sencilla, pero con muy baja eficiencia a juzgar por la intensidad de la banda y la
cantidad de oligonucleétido remanente en la reaccion (Fig. 9A, carril 3). Al disminuir a la mitad
la concentracion de aptamero molde en la reaccion (1.3 uM) pero manteniendo la proporcion
25:1 de cebador directo: reverso desaparecio la banda correspondiente a las moléculas de
ADN de doble cadena, y se obtuvo una unica banda con buena intensidad, que debia
corresponder al ADN de cadena sencilla (Fig. 9A, carril 4). La utilizacién de un unico cebador

en la reaccion no generd ningun producto de amplificacion (Fig. 9A, carrils 5-6).
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(A) (B) (9) (D)

Figura 9.

Estandarizacion de las condiciones de obtencion de ADN de cadena sencilla de los aptameros
M146_47 y M57_32. A: Variacién de la relacion de cebador directo: reverso y concentracion
de aptamero molde M146_47; carril: 1, 50:1, 2.6 uM; 2, 25:1, 2.6 pM; 3, 20:1,2.6 uM ; 4, 25:1,
1.3uM; 5, sin cebador directo; 6, sin cebador reverso. B: Cinética de formacion de aptamero
M146_47 de cadena sencilla; carril:1: 8 ciclos; 2: 12 ciclos; 3: 20 ciclos; 4: 30 ciclos C:
Aplicacion de 40 ciclos de PCR y el gradiente de temperatura mostrado en la Tabla 11; 1,
M146_47; 2, M57_32. M: marcador de tamafio molecular, escalera de 50 pb; D: carril:
1:M146_47 sin biotina; 2: M146_47 con biotina; 3: M57_32 sin biotina; 4: M57_32 con biotina.

A continuacién, se decidié incrementar la cantidad de aptamero molde en la reaccion al doble
de la cantidad inicial (5.2 uM) de lo utilizado en el experimento anterior, pero empleando la
relacion de cebadores 20:1 (directo: reverso) y se obtuvo una adecuada cantidad de ADN de
cadena sencilla a partir del ciclo 20 de amplificacion (Fig. 9B carril 1-3). Sin embargo, estos
resultados no fueron reproducibles en el tiempo y con frecuencia se obtenian multiples bandas
después de la amplificacion en las condiciones supuestamente estandarizadas que sugerian
la formaciéon de multimeros entre los cebadores disminuyendo la eficiencia de formacion del

amplicon del aptamero de cadena sencilla.
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Tabla 11.
Condiciones de ciclos y temperaturas para la obtencion de aptameros de cadena sencilla
mediante PCR asimétrico.

ORIGINAL MODIFICADA

DESNATURALIZACION INICIAL 94°C 3 minutos 95°C 20 segundos
DESNATURALIZACION 94°C 3 segundos 90°C 10 segundos
ALINEAMIENTO 60°C 20 segundos 80°C 10 segundos
EXTENSION 0 70°C | 15 segundos
65°C 20 segundos

Se aplicaron 40 ciclos

Por las razones anteriores se modificaron las temperaturas originales con las que se
estandarizo la amplificacion de la biblioteca 2Apt y la obtencion de ADN de cadena sencilla.
Se disminuy6 el tiempo inicial de desnaturalizaciéon a 20 segundos y se disminuyé
gradualmente la temperatura de la reaccion hasta 65 °C (Tabla 11) para evitar el
realineamiento de los oligonucledtidos y la formacion de multimeros en la reaccion. Como
resultado, en las condiciones descritas en la (Tabla 11) se obtuvo de forma reproducible un
unico amplicon tanto para M146_47 y M57_32 que correspondia a la cadena sencilla (Fig. 9C)
que permitié obtener la cantidad necesaria de cada uno de los aptameros para proceder al

resto de los analisis.

En las mismas condiciones ensayadas se obtuvo cadena sencilla de cada uno de los
aptameros sin marcar (Fig. 9D, carril 1 y 3) y marcados con biotina utilizando el cebador directo
biotinilado (Fig. 9D, carril 2y 4 ).

3.7 Estimacion de la constante de afinidad de los aptameros M146_47 y
M57_32 in silico

La prediccion de la afinidad de union de los complejos MCP-1/ ADN para los aptameros
M146_47 y M57_32 fue de —5.03 kcal/mol para ambos, lo cual indica la espontaneidad de
estas interacciones. Con este valor de AG se estimo la constante de disociacion (Kd) la cual
fue para ambos aptameros de 204 uM, y no difiri6 de la Kd predicha para los aptameros
parentales M146 y M57. Este método de estimacion in silico fue incapaz de discriminar entre
los valores de Kd de los 4 aptameros analizados, probablemente debido a que utiliza la

informacion de la secuencia de nucledtidos de estos y todas son muy similares (Tablas 8-9).
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3.8 Calculo de la constante de afinidad de los aptameros M146_47 y M57_32

mediante PCR cuantitativo en tiempo real

Para calcular la constante de afinidad de los aptameros M146_47 y M57_32 se disefié un
ensayo basado en PCR cuantitativo en tiempo real el cual permitié calcular la fraccion de
aptamero unida a MCP-1 (Fig. 10). Para ello se unié MCP-1 a los pozos de una placa de ELISA
en las condiciones descritas en el acapite 2.5.13 de Materiales y Métodos. A continuacion, se
incubo por separado diferentes concentraciones (15.8-225 nM) de cada uno de los aptameros
con la proteina MCP-1. Al término de la incubacion se recuperé la disolucion de aptameros y

se cuantifico mediante PCR cuantitativo en tiempo real la cantidad de aptamero no unida.

La cantidad inicial de aptamero afiadida a cada pozo de la placa de ELISA para que
interactuara con MCP-1 también se cuantific6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. La
fraccion de aptamero unida a la proteina se calculé como 1 menos el cociente entre la cantidad

de aptamero no unida y la cantidad inicial (Fig.10).

En la figura 11 se muestra la relacion entre la fraccion unida y la concentracién de aptamero
interactuando con MCP-1. Se ajust6 a los datos anteriores un modelo de unién especifica con

pendiente de Hill mediante el método de los minimos cuadrados. Como resultado se obtuvo
para M146_47 una Kd aparente de 226.6 pM (ICes: 117.2-°° pM, Bmax: 44.89, h:1.54, gl:7, R
0.9852) y para M57_32 de 103 pM (ICgs: 92-117.4 pM, Bmax: 21.74, h:3.84, gI:8, R* 0.9896)

(Fig. 11). Estos valores de Kd calculados experimentalmente difieren considerablemente de
los estimados in silico (204 uM para ambos aptameros), lo cual sugiere que se deberian
verificar por un método adicional. Sin embargo, estan en el rango de los calculados para
aptameros de RNA comerciales contra MCP-1(NOX-E36, s.f.). Por otra parte, debe
senalarse que de acuerdo con los resultados obtenidos para ambos aptameros se obtuvo un
valor de pendiente de Hill (h) >1 lo cual indica que se pueden unir a mas de un sitio de MCP-
1 con cooperatividad positiva. Este hallazgo concuerda con los resultados obtenidos in silico
en los cuales se observa que la region de interaccion de ambos aptameros con MCP-1 es

extensa y con multiples contactos (Fig. 7, Tabla 10)
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Figura 10.
Diagrama ilustrativo del procedimiento utilizado para calcular la Kd de los aptameros M146_47
y M57_32 mediante PCR cuantitativo en tiempo real.
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Figura 11. Relacion entre la fraccion de aptamero unida a MCP-1 y la concentracion de
aptamero. Se ajustd un modelo de unién especifica con pendiente de Hill. Se estimé la Kd
aparente para los aptameros A: M146_47 (226.6 pM) y B: M57_32 (103 pM).
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3.9 Evaluacion de la deteccion de MCP-1 con los aptameros M1 y M5 mediante
ELASA directo

Para evaluar el nivel de deteccion de MCP-1 con los aptameros M146_47 y M57_32 se
estandariz6 un ensayo tipo ELASA directo colorimétrico (Fig. 12). En dicho ensayo se unieron
cantidades diferentes de MCP-1 por triplicado (25-300 pg) a los pozos de una placa de ELISA
y se pusieron a interactuar, por separado, con cada uno de los aptameros M146_47 y M57_32
marcados con biotina. La deteccidn se realizé utilizando un complejo de estreptavidina-
peroxidasa y el sustrato colorimétrico TMB como se describio en el acapite 2.5.14 de
Materiales y Métodos. Como control negativo se utiliz6 HSA a las mismas concentraciones

que la proteina MCP-1.

En la Figura 13A se muestra que la union del aptamero M146_47 a MCP-1 tuvo un
comportamiento lineal en el rango de 25-200 pg (R?=0.96, p < 0.05) y la sefial se satura a los
300 pg. Por otra parte, no hay relacion entre la concentracion de HSA y la sefial obtenida en
los ensayos (p=0.05), lo que indica que M146_47 no interactia con HSA (Fig. 13B). Un
resultado semejante a este ultimo se obtuvo para el aptamero M57_32 tanto con MCP-1
(Fig.13C) como con HSA (p=0.05), sugiriendo que en las condiciones ensayadas dicho
aptamero no interactuaba con HSA ni con MCP-1. Sin embargo, llama la atencion los
resultados de las interacciones MCP-1/M57_32 predichas in silico (Fig. 7, Tabla 10), asi como
el valor de Kd (92-117.4 pM, Fig.11B) calculados para M57_32 que sugieren que este
aptamero interactia con MCP-1. Es probable, dado el valor de Kd calculado para M57_32 que
la independencia entre la sefal obtenida y la concentracién de MCP-1 (Fig 13C) sea producto
de que se realizaron las determinaciones en la zona de saturacion de la sefial y sea necesario
ensayar concentraciones menores de la proteina, aunque los valores de absorbancia fueron
bajos (Fig. 13C).

Seria recomendable también ensayar concentraciones menores de MCP-1 para determinar

con precision el limite de deteccion del aptamero M146_47.
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Figura 12. Diagrama esquematico de la técnica ELASA (Enzyme Linked Aptamer Sorbent
Assay) directo utilizando aptameros marcados.

Se esquematiza la técnica ELASA (Enzyme Linked Aptamer Sorbent Assay) directo con
aptameros marcados. En esa variante se une la proteina a un soporte solido, se incuba con el
aptamero marcado con biotina y se revela la senal utilizando un conjugado estreptavidina-
peroxidasa.
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Figura 13. Determinacion de la cantidad minima (limite de deteccion) de MCP-1 y HSA
mediante los aptameros M146_47 y M57_32.

A: Deteccion de MCP-1 por M146_47; B: Deteccién de HSA por M146_47; C: Deteccion de
MCP-1 por M57_32. OD: absorbancia a 450 nm del ensayo de ELASA colorimétrico.
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4. Discusion

En este trabajo se desarroll6 una estrategia consistente en un ciclo circular cerrado de
seleccion in vitro, in silico para generar dos aptameros contra MCP-1 humana
compuestos por ADN. Hasta el momento no hay aptameros de ADN reportados contra
MCP-1 (Kulabhusan et al., 2020b). Los aptameros de ADN tienen ventajas sobre los
de RNA fundamentalmente relacionadas con su estabilidad, facilidad de ser
sintetizados quimicamente y modificados para la realizacion de ensayos in vitro; asi
como también pueden ser facilmente detectados y amplificados directamente
mediante PCR (Tabla. 3) (Thiel y Giangrande, 2009). Por esa razon, para realizar el
trabajo se utilizaron tres aptameros de ADN, M146, M57 y M8, (Tabla. 7) que habian
sido previamente seleccionados por SELEX in vitro contra MCP-1 en el grupo de
trabajo (Alejandra Sanchez Espinosa, 2019) y se verificd que interactuaran con la forma
monomerica y dimérica de MCP-1. Esta verificacion era indispensable porque no se
conocia si ellos eran capaces de reconocer la forma dimérica de la proteina, la cual se
encuentra en equilibrio con la forma monomérica en el plasma humano (Wiesner et al.,
2013). En la forma dimérica podrian solaparse las regiones a las que se unian M146,
M57 y M8, y disminuir por impedimento estérico la afinidad de los mismos por la
proteina. En este analisis se predijo que, aunque los tres aptameros era capaces de
interactuar con las formas monomeérica y dimérica de la proteina, también se unian a
HSA con un puntuaje favorable (Tabla. 6, Fig.3-4). Sobre todo, el aptamero M8 era el
que mas interactuaba con HSA vy sus interacciones con MCP-1 eran mas debiles que
la de los dos otros aptameros (Tabla. 6).

Esta verificacion in silico de las interacciones que establecen los aptameros
seleccionados previamente mediante SELEX in vitro es una estrategia que simplifica
la seleccion y ahorra tiempo y recursos porque permite realizar pocos ciclos de SELEX,
como es el caso en la seleccion de M146, M57 y M8 (Alejandra Sanchez Espinosa, 2019),
verificar la afinidad in silico, y de ser necesario optimizar la secuencia también in silico
y cerrar el ciclo realizando las caracterizaciones in vitro del aptamero generado. Hay
que destacar que esta estrategia tiene la desventaja de que las predicciones in silico
de las interacciones ADN/proteina se basan en informacion de secuencia y por tanto

los resultados pueden estar sesgados dado que la estructura tridimensional de los
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aptameros es un determinante importante de su afinidad por sus blancos (Murakami
et al., 2022). Hasta el momento las estrategias reportadas para el disefio y seleccion
de aptameros no combina ambos abordajes. En general, se realiza SELEX in vitro y
se continua toda la caracterizacion vitro, o se hace el disefio y seleccion in silico y
después la caracterizacion final de los aptameros candidatos in vitro (Chushak y Stone,
20009).

Por otra parte, la optimizacion de los aptameros M146 y M57 in silico realizando
mutaciones aleatorias en su secuencia permitio explorar la capacidad de un gran
numero de secuencias de interactuar con MCP-1 fijjando como umbral las
puntuaciones de interaccion predichas para los aptameros parentales (Tabla. 8). De
igual manera se tuvo en cuenta el tipo de estructura secundaria que formaban cada
una de estas nuevas secuencias de aptameros (Tabla. 8). Aunque existen pocos
reportes acerca dela relacion entre el tipo de estructura secundara de los aptameros y
su afinidad por sus blancos, ya es conocido que determinadas tipos de estructuras
(Riccardi et al., 2020), tales como las que forman tallos y burbujas realizan mejores
interacciones, lo cual es un criterio adicional para guiar la seleccién in silico, y asi

disminuir la cantidad de candidatos a analizar.

Como resultado de la estrategia anterior se propusieron dos nuevos aptameros
candidatos, M146_47 y M57_32, y se procedi¢ a caracterizarlos in silico mediante
experimentos de acoplamiento molecular y predicciones de la interaccion ADN
/proteina (Tabla 10, Fig. 7). Las predicciones arrojaron que los aptameros eran buenos
candidatos para ser evaluados in vitro, por lo que se continué con el proximo paso del
ciclo. De acuerdo con las predicciones in silico los dos aptameros desarrollados
reconocen a MCP-1 en regiones diferentes de la proteina, por lo que pudiera evaluarse
su utilizacion en ensayos ELASA tipo sandwich que hasta el momento no existe
ninguno de ese tipo reportado con aptameros contra MCP-1. Las caracterizaciones
realizadas in silico tienen la ventaja de que permite descartar los aptameros que
tengan peor desempefio y que ya estan optimizados porque transitaron por dos

procesos de seleccion, in vitro e in silico.
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La utilizacion de ensayos de PCR asimétrico para obtener ADN de cadena sencilla, y
el formato de soporte solido (placa de ELISA) para realizar las interacciones entre los
aptameros candidatos (M146_47 y M57_32) y MCP-1y calcular su Kd mediante qPCR,
simplifico el proceso de caracterizacién de los aptameros M146_47 y M57_32. Estas
técnicas han sido reportadas en la literatura para estos fines (Moreno et al. (2019),
pero de forma aislada. La conjuncion del uso de las mismas con la combinacién de la
seleccion in silico, in vitro de aptameros contribuye con un gran ahorro de tiempo y

reactivos durante el proceso.

En este trabajo se calculo la Kd aparente de los aptameros M146_47 y M57_32 la cual
es de 226.6 pM y 103 pM, respectivamente. La Kd de los aptameros desarrollados esta
en el mismo orden quela de algunos aptameros de RNA que se comercializan contra
MCP-1 (Kulabhusan et al., 2020b), siendo incluso menor que la del aptamero NOX-
E36 el cual ya ha logrado pasar las fases 1 y 2 de ensayos clinicos (Kulabhusan et al.,
2020b), lo que los convierte en buenos candidatos para el desarrollo de ensayos de
deteccion y cuantificacion in vitro de MCP-1. Los resultados obtenidos también
apuntan que estos aptameros se unen de forma cooperativa a su blanco (h>1 en el
ajuste del modelo de unién), lo cual ya ha sido una caracteristica reportada
previamente para los aptameros y que tiene como desventaja que disminuye la

sensibilidad de los mismos (Zhang et al., 2017).

El ensayo de determinacion del limite de deteccion de MCP-1 revel6 que mediante un
ensayo tipo ELASA colorimétrico (Fig. 12) el aptamero M146_47 detectaba hasta 25
pg de MCP-1, y no tiene reaccion cruzada con HSA(Fig. 13), mientras que el aptamero
M57_32 no interactud ni con MCP-1 ni HSA. Hasta el momento los aptameros de RNA
que se comercializan contra MCP-1 son solo confines de investigacion y hay uno solo
(NOX-E36) en ensayos clinicos (Kulabhusan et al., 2020b). No hay reportes de
ensayos diagnéstico de MCP-1 con esos aptameros ni el limite de deteccion de cada
uno de ellos. Por otra parte, el limite de deteccion de M146_47 pudiera ser menor si
se usan otros marcadores mas sensibles para revelar la interaccion, como pueden ser

los quimioluminiscentes.
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En resumen, esta investigacion se diferencia de la literatura existente al adoptar un
enfoque holistico que integra el modelaje in silico con la validacion experimental en las
diferentes fases de la seleccion de los aptameros. Esta estrategia es mas completa y
esta orientada a obtener resultados mas precisos, ofreciendo una alternativa al disefio
de aptameros para la deteccion de MCP-1 humana, que ademas tiene el potencial de
impulsar el desarrollo de ensayos diagnosticos basados en aptameros de ADN para

aplicaciones biomédicas.
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5. Conclusiones

1-Los aptameros de ADN M146, M57 y M8 interactuan in silico con el monémero y el
dimero de MCP-1, pero también lo hacen con albumina humana, por lo que fue

necesario optimizar sus secuencias para aumentar su sensibilidad y especificidad.

2-La generacion de mutantes in silico de la secuencia de los aptameros M146 y M57
gener6 dos nuevos aptameros de ADN candidatos, M146_47 y M57_32,
respectivamente, que obtuvieron mayor puntaje de interaccion in silico con MCP-1 y

menor con albumina humana que sus aptameros parentales.

3-La amplificacion de los aptameros M146_47 y M57_32 mediante PCR asimétrico
utilizando una relacion de cebadores directo: reverso 20:1 y aplicando un gradiente de
temperatura de 90-65°C durante 40 ciclos genera ADN de cadena sencilla de forma

eficiente.

4-El aptamero M146_47 tiene una Kd aparente de 226.6 pM, mientras que el M57_32
de 103 pM, lo cual es comparable a la afinidad de los aptameros de RNA contra MCP-

1 comerciales.

5-El limite de deteccion de M146_47 por medio de un ensayo ELASA colorimétrico en
soporte solido, es de 25 pg para MCP-1, y no tiene reaccidn cruzada con HSA,
mientras que M57_32 no detecté MCP-1 ni HSA en las condiciones ensayadas.

6-El aptamero M146_47 es un buen candidato para la deteccion de MCP-1 in vitro
mediante ensayos ELASA indirecto.
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6. Perspectivas

1-Se deben realizar experimentos de acoplamiento molecular entre los aptameros
M146_47 y M57_32 simultaneamente con MCP-1.

2-Se debe verificar la Kd de los aptameros M146_47 y M57_32 por métodos mas

precisos, como pudiera ser Resonancia del Plasmon.

3-Se debe determinar el limite de deteccién de los aptameros M146_47 y M57_32
empleando métodos mas sensibles con marcadores quimioluminiscentes y en otro

rango de concentraciones.

4-Se deben ensayar ELASA tipo sandwich utilizando los dos aptameros M146_47 y
M57_32 para detectar MCP-1 in vitro.
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