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i) Ajustamento do processo moleculavitro (SELEX), com énfase na aplicacao
de novas estratégias de selecédo (SELEX-Negativd]dgSELEX) e a otimizacdo das

diferentes condicdes das etapas do processo.
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i) Estudo da construgdo de um aptasensor eletroquimtiicando um sistema
modelo, onde sera empregado um aptamero que deidetesina, desenvolvido por
Szostak em 1995, e avaliada a fixacdo do gruporosbato ao eletrodo de trabalho.
As condicbes de otimizacdo do marcador redox tamiséndm estudadas com
ferrocianeto e apos este procedimento serd realizashalise da substancia de interesse

através de técnicas eletroquimicas.

p. Resumen en inglés (hasta 1000 caracteres):

The aim of this work is to develop the methodoldgy the construction of an
electrochemical aptasensor for deltamethrin, atpyoel used as an insecticide. This
involved two lines of development:

i) The set-up of the moleculan vitro selection process (SELEX), with special
emphasis on the implementation of new strategiessébection (Negative-SELEX;
FluMagSELEX) and the optimization of the differ&ainditions in each process stage.

i) The study of the necessary stages for the constnuof an electrochemical
aptasensor using a model system. For this, themaptdhat recognizes adenosine
developed by Szostak in 1995 was used, exploriagatithorage to the electrode via a
phosphorothioate group. The conditions for intradgdhe redox marker (ferrocene)
were also optimized and progress was made in tendding in order to quantify the
analyte using electrochemical techniques.
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Aportes Originales:
(Especificar cuales son los aportes originalesmowadores conseguidos en la
realizacion de esta tesis. Indicar donde se encaanMaximo una carilla.)

El campo de aplicacion de este trabajo de tesel de las moléculas organicas
pequefas de relevancia ambiental, en particuladelametrina. Habitualmente estos
contaminantes organicos son determinados utilizasdtemas de cromatografia
instrumental con detectores especificos y/o méttdsndos en anticuerpos. En este
sentido, el desarrollo de un aptamero contra deltima intenta ser una alternativa al
uso de dichas metodologias. Los aptameros, seasemcrtas de ADN o ARN
seleccionadasn vitro para untarget especifico, presentan constantes de afinidad
comparables a los anticuerpos, pero poseen unailelstd quimica y bioquimica
superior. Ademas, requieren protocolos de sintaais simples en comparacion con el
desarrolloin vivo de los anticuerpos. Las habilidades de reconontmiespecificas de
los aptameros combinadas con las propiedades dzcd@t selectiva, sensible y
transportable a campo de la electroquimica, tramsfo a los aptasensores de base
electroquimica en dispositivos interesantes taetdéd el punto de vista basico como

aplicado.

Vi
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En este sentido, se avanzé en el disefio de todastdpas del proceso de
evolucion molecular para obtener el aptdmero (Qkpi4), desde la modificacion
quimica deltarget su inmovilizacion sobre un soporte sélido, hdatatécnicas de
biologia molecular y de control y cuantificacion lde secuencias seleccionadas. Cabe
destacar que dichas técnicas de evolucién moletuldtro no han sido desarrolladas
en nuestro pais, como tampoco se encuentra reporadaptamero contra la
deltametrina.

Se trabajo, también, en el desarrollo de un apsaseziectroquimico utilizando
como sistema modelo el aptamero de ADN contra AddMasina (Capitulo 3). La
propuesta fue explorar las ventajas comparativda dedificacion fosforotioato frente
a la modificacion tiol, en relacién con su utilidat como anclaje sobre la superficie del
electrodo. El fosforotioato, ademas de ser unaratea mas econdémica y sencilla
quimicamente, ofrece otras ventajas como el paaensoducido en cualquier posicion
de la secuencia y no necesitar ser activado aetssrdusado.

Si bien el trabajo se centra en una aplicaciénretaale relevancia ambiental y
ocupacional, la puesta a punto de todas las té&cnieeesarias, tanto para desarrollar el
aptamero, como para su inmovilizacion sobre unaerfigge conductora y la
optimizacion de las estrategias de desarrollo deéalseseran un conjunto de
conocimientos que luego podran aplicarse a otnogoa de interés.

Vi
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1.1. El problema: la cuantificacion de productos fosanitarios

La actividad agraria es una de las mas importa@tesiuestro pais, tanto en
términos econdmicos, como en relacion con la eiierde los recursos naturales que
involucra. Un aspecto especialmente relevante daidena es el empleo de productos
fitosanitarios, hecho que se ha incrementado emdosostenida durante los Ultimos
cuarenta afids Esta practica impacta sobre los recursos aguo,sbiodiversidad y
sobre los propios trabajadores, segun ha sidoiidendp tanto a nivel nacional como
asi también por organismos internacionales invallms en cuestiones ambientales.

La deteccion y monitoreo en forma inmediata de amiMantes en el medio
ambiente, tales como moléculas organicas pequeiasas y patdgenos, resulta crucial
para evitar riesgos tanto para la salud humana @areoel ambiente.

El Programa de las Naciones Unidas para el Medib®iéme, Oficina Regional
para América Latina y el Caribe (PNUMA/ORPALC) temzado un informe, “GEO
América Latina y el Caribe: Perspectivas del Mediobiente 2003%, donde se sefiala
como uno de los temas prioritarios la contaminacénsuelos y aguas naturales con
agroquimicos y la necesidad de reducir la expasiaiéustancias toxicas en la industria,
la agricultura y la ganaderia.

Asimismo, en la “Agenda Ambiental Nacionaltiesarrollada por la Secretaria de
Ambiente y Desarrollo Sustentable del MinisterioS#ud y Ambiente de la Nacion, se
destaca como prioridad en salud y ambiente, epagtado 6.2 sobre “Nuevas Lineas de
Accion”, avanzar en los estudios relativos a diatjnés de calidad ambiental en cuanto
a tipo y fuentes de exposicidon ocupacional a comames, entre otros. Sin embargo el
impacto ambiental de las practicas de producciditags, ha sido, en Argentina, una
preocupacion abordada solo recientemente, comaie ge manifiesto por el bajo
ndmero de proyectos de investigacion en estd.area

Una de las razones por las cuales el monitoreo eartahi de los sistemas
productivos es una asignatura pendiente en nueaisp puede estar relacionado con la
complejidad de las herramientas analiticas y la f@tmacion técnica de los recursos
humanos para ejecutar dichas técnicas. Dentrosd&taicas analiticas comunmente
utilizadas para dicha deteccion se pueden menciarapmatografia gaseosa o liquida
acoplada a espectrometria de masa (CG-EM, CL2EMjichos procedimientos
analiticos implican generalmente un tratamientoviprede la muestra, como por

ejemplo, una extraccion liquido-liquijel empleo de cartuchos de extraccién de fase
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sélida Gg y/o procedimientos de extraccién con asistencialttasonidd. Para el
analisis por CG (detector de captura de electr(B€EP) y EM), los extractos, ademas,
deben ser derivatizados con diferentes reactives,fatma tal de aumentar la
sensibilidad del método o eventualmente la votktdidel analito.

Si bien éstas son técnicas con una alta seledlivigabajos limites de
cuantificacion, requieren un tratamiento previo ldemuestra, equipos costosos con
detectores adecuados para poder medir en nivelgazies y personal capacitado para
el uso de los mismos, resultando en analisis costpgjue no pueden ser realizados en
la propia zona de produccion. En este sentidogdayde expertos que entre los afios
1998-1999 elabord para la Secretaria de Cienciecypdiogia del Ministerio de Cultura
y Educacién de la Nacién, el “Diagndstico e Idécai€ion de Areas de Vacancian la
investigacion cientifica y tecnologica de Argentiha destacado como area vacante en
nuestro pais el desarrollo de nuevas estratege#ticas para el analisis de mezclas
complejas multicomponentes orientadas al analessuelos.

Como consecuencia, el desarrollo de métodos dedi@tey cuantificacion
rapidos, transportables y de utilidad en matricebiantales y fluidos biologicos, podria
ser un aporte interesante a las herramientas deokdel uso de este tipo de productos
fitosanitarios, tanto en sistemas productivos, cem@plicaciones de control sanitario.
Existe aln una gran necesidad de métodos de d@&iesensibles, simples, rapidos,
econdmicos y portatiles para dichos analitague se encuadran dentro de lo que
podriamos llamar moléculas organicas pequenas.

Los sensores quimicos, fundamentalmente Opticolectrequimicos, presentan
dichas caracteristicas y por lo tanto son candidiaales para el monitoreo ambiental.
Un sensor es un dispositivo capaz de transformasanmbio fisico o quimico en una
sefal eléctrica procesable. La IUPAC define un aregaimico como un dispositivo
capaz de transformar la informacién quimica, quedpur desde la concentracion de un
componente especifico en una muestra hasta ebisnddi su composicion total, en una
sefial analiticamente (il

Los sensores quimicos contienen basicamente dopormmtes: un elemento de
reconocimiento y un transductor. El elementget®nocimiento le otorga selectividad a
una determinada especie quimica. Luego de queeoeliavento de reconocimiento, el
transductor lo traduce en una sefial analitica atil.

El elemento de reconocimiento puede estar basadiezantes principios:
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»  principios fisicos, donde no se lleva a cabo unacaién quimica
(absorbancia, indice de refraccion, conductivideshperatura, masa, etc.).

»  principios quimicos, en los que una reaccion guangien la participacion
del analito {arged da lugar a la sefal analitica (reduccion de spee@e, reaccion de
reconocimiento, etc.).

El transductor, como tal, no muestra selectividlatios sensores quimicos se
pueden clasificar, de acuerdo con el principio aiecionamiento del transductor, en
dispositivos opticos, electroquimicos, eléctriamggnéticos, termomeétricos, acusticos,

por ejemplo.
1.2. Un dispositivo: los biosensores

Cuando la reaccion quimica involucra un procesona aspecie de origen
biolégico, el elemento de reconocimiento puederisasan un principio bioquimico. En
este caso los dispositivos son llamados biosenspom@seden considerarse como un
subgrupo de los sensores quimicos. La IUPAC defimBiosensor como un dispositivo
capaz de proporcionar una informacién analitica e@$jpa cuantitativa o
semicuantitativa, utilizando un receptor o elemeaoreconocimiento bioldgico que

esta en contacto directo con el elemento transd(figura 1-1).

Target Biosensor Respuesta

- : ELEMENTO DE
Q : RECONOCIMIENTO

TRANSDUCTOR —F— Sefial

Figura 1-1.Componentes de un biosensor.

Los biosensores pueden diferenciarse en funciclodelementos biologicos de
reconocimiento utilizados. La naturaleza ha delado un amplio conjunto de
biomoléculas o estructuras biomoleculares que marestna gran selectividad en el

reconocimiento de alguna propiedad particular deleterminaddarget de entre un
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conjunto o una mezcla de ellos. Este fenomeno amoeimiento selectivo de especies
puede ser aprovechado con fines analiticos paliaefio y construccion de biosensores.

Dentro de los posibles elementos bioldgicos denatimiento se encuentran:
células, membranas, enzimas, anticuerpos, acidisicos, etc.

En funcion del tipo de elemento de reconocimieritlizado, los biosensores se
pueden clasificar en: enzimaticos, de células asterde afiniddd.

Las enzimas fueron los primeros elementos de reomimento utilizados en
biosensores. Los biosensores enzimaticos midenhidicion selectiva o la catalisis
enzimatica de umarget especificé®. Se han utilizado ampliamente en las Ultimas dos
décadas en la determinacién de insecticidas orgafosdo$®, aprovechando que
dichas sustancias tienen la capacidad de inhileinzama colinesterasa.

Otro elemento de reconocimiento muy usado, espeerde para el monitoreo de
contaminantes ambientales, son las células ernesscomo las bacterias, los hongos,
las levaduras, las células animales, etc. Estasebgmres con células enteras detectan
una respuesta celular relacionada con la toxiaildadna muestra y se han aplicado para
la detecci6n deargets de interés ambientd) tales como hidrocarburos aromaticos
policiclicos® y metales pesadifs Presentan ciertas ventajas, como por ejemplo, la
capacidad de indicar la biodisponibilidad, estoetgfecto y las interacciones que el
targettiene en un sistema vivo. En contraposicion eeleation instrumental que mide
la concentracion total dearget en una muestra, los biosensores con células sntera
miden su biodisponibilidad e indican si el mismege ser asimilado o puede afectar
directamente a un organismo vivo, exponiendo lasbpes interacciones toxicas. Tal
vez la principal dificultad en el desarrollo de hdis biosensores es lograr una
adherencia del elemento de reconocimiento al treotsd ya que el mismo debe
permanecer vivo para poder llevar adelante su aguhcle sensado. Los métodos mas
sencillos para lograrlo implican el encapsuladdadeglula dentro de polimeros o geles
tales como agar, agarosa, alginatos, poliacrilanatia La principal dificultad radica en
que la difusion defargeta través del polimero/gel disminuye los tiemposedecion y
que el mismo puede adsorberse irreversiblementeertdo que el biosensor sea un
dispositivo de un Unico uso.

Un tercer grupo de elementos de reconocimientoitsttuyen los compuestos
moleculares basados en fendmenos de afinidad; se especificamente trgets

individuales o grupos dargetsestructuralmente relacionados.
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1.2.1. Biosensores de afinidad

Los biosensores de afinidad son muy sensibles;taale y versatiles, ya que los
elementos de reconocimiento basados en dichos fmsse pueden obtener para una
amplia variedad deargets

Los anticuerpos han sido los elementos de recomeaimbasados en fenomenos
de afinidad mas populares. Se han reportado una gasiedad de biosensores
inmunoquimicos para diferentes aplicaciones ambliesf, resultando ser una
estrategia alternativa a la determinacién analifiadicional de muestras en matrices
ambientale®.

Las principales ventajas del uso de anticuerpos $&onposibilidad de ser
utilizados en dispositivos transportables a camp® €n general no requieren grandes
habilidades de uso, son rapidos y econdmicos, pialemente aplicables a un amplio
rango detargets Utiles sobre diferentes matrices y presentarsiajutes de deteccion.
Sin embargo, los anticuerpos presentan algunagatimnes para la deteccién de
contaminantes en alimentos y en el medio ambidmt®.anticuerpos policlonales son
relativamente economicos, pero su obtencidn implecautilizacion de animales.
Ademas del problema ético del uso de animalesltaegificil obtener anticuerpos para
compuestos toxicos y moléculas pequefias que noepuptbvocar una respuesta
inmune. Otra desventaja importante de los antiagerpoliclonales es su unién
inespecifica. Esta desventaja puede ser minimipadeialmente usando anticuerpos
monoclonales, pero las técnicas de obtencidn denissios son costosas, laboriosas y
requieren mucho tiempo. Por otro lado, tanto losicaerpos policlonales como
monoclonales pierden sus propiedades de reconatmid@jo condiciones ambientales,
restringiendo su uso a condiciones fisiolégicaserds, son sensibles a cambios de
temperatura y sufren desnaturalizaciones irrevessilteniendo un tiempo de vida
limitado. Por ultimo, existe una falta de contradlecular durante la produccidm vivo
del anticuerpo, mostrando variabilidad en el desfrapde un mismo anticuerpo
obtenido en lotes diferentes.

El desarrollo de la biotecnologia, la nanotecn@ogila quimica superficial ha
permitido la posibilidad de obtener novedosos etdogede reconocimiento basados en
fendmenos de afinidad que permiten un desarrollmpbementario al de los
anticuerpos. Entre ellos se encuentran los fag@spblimeros moleculares impresos

(molecular imprinted polymeyy los acidos nucleicds
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Los bacteridfagos son virus que infectan bactgriasan las células de la bacteria
huésped como fabrica para su propia replicaciéendn la habilidad de exponer
péptidos o proteinas en su superficie; de esta rma® posible preparar péptidos o
proteinas con afinidad por toda clase tdegets desde moléculas pequefias hasta
proteinas, e inclusive célufdsEl uso de fagos como elementos de reconocimiento,
presenta las ventajas de que son sensibles y fispgcisu obtencidon es rapida,
econdémica y no depende del uso de animales, p@skenas, una gran estabilidad. La
desventaja radica en que ltgets deben ser inmovilizados durante el proceso de
obtencion de los fagos. En el caso de las proteimatulas, esto se puede llevar a cabo
facilmente por adsorcién en superficies con afitiidar grupos polares, pero en el caso
de las moléculas pequefias, se requieren funciacalizes especificas que permitan su
inmovilizacion.

Los polimeros moleculares impresos son materiale®@uzados con sitios de
reconocimiento generados artificialmente. Son capde unirse a uargetimitando la
actividad biologica de los receptores naturalesstabmo los anticuerpos. La impresion
molecular involucra el armado de un “molde” de nmeéos funcionales
polimerizables entorno #rget El mondmero se une &rget y el complejo resultante
es copolimerizado con entrecruzadores en presafeian iniciador. Luego de la
polimerizacién, se remueve ¢arget con exhaustivos lavados, dejando los sitios
especificos de reconocimiento en el polimero, lmdas son complementariostatget
en tamafo, forma y posicion de los grupos funcemdlna ventaja importante de este
tipo de elementos de reconocimiento en comparaidnlos anticuerpos, es su gran
estabilidad debido a las propiedades tipicas deptdisneros tales como su elevada
tolerancia térmica, quimica y mecanica. Ademasprigparacion de los mismos es
relativamente facil y econdmica, sin embargo, splisgen conocimientos de sintesis
quimica, y muchas veces la eliminacién et luego de la polimerizacién resulta
dificultosa. Los polimeros moleculares impresos $ido utilizados como elementos de
reconocimiento en diversos sensores de molécutasefias tales como la atraZia

Los biosensores clasicos basados en acidos nigl@eoosensores) se basan en
la afinidad natural entre secuencias de acido meode Gracias a la estructura
tridimensional Unica que adquieren las secuena@adcidos nucleicos, resulta posible
disefiar biosensores basados en &cidos nucleicasepaeconocimiento de cualquier

tipo detarget
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1.2.1.1. Elemento de reconocimiento: Acidos nucles

Los &cidos nucleicos son estructuras poliméricayos mondémeros son los
nucleétidos Figura 1-2%°. Existen dos tipos de A&cidos nucleicos: &cido
desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARNque a su vez pueden
encontrarse en sistemas bioldgicos interaccionandoproteinas u organelas para dar

macromoléculas de estructura y funcién variable.

Extremo§. ______" Nucledtido NH, o
/ HO 0 Base™, Purinas N | XN </N | )l\t|
=
NH ij NH N5~ “NH,
_ o R Nucledsido — Adenina (A) Guanina (G)
Pirimidinas i Q Q
S| I
SN s [\NH
" Loy Suio Swto
, N,H>O0 1 1
| Citosina (C) Timina (T) Uracilo (U)
o—pP—o0 Base ADN ARN

Anillo furanosico o e
desoxifurandsico (Azlcar) 4

Extremo 3'
C5' OH cs' OH
HO o HO o
cr cr
c3 cs
OH OH OH
-D-ribosa -D-desoxirribosa
(ARN) (ADN)

Figura 1-2 Composicién de los acidos nucleicos.

La estructura tridimensional que adquiere una sexaede ADN o ARN esta

determinada por las propiedades y la conformaosdlogi nucleétidos que la componen.
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Los nucledtidos estan constituidos por tres suladtgd (veFigura 1-2):

l. Anillo furandsico o desoxifuranésicf:D-ribosa en moléculas de ARNBeD-
2’-desoxirribosa para el caso del ADN.

[I. Grupo diéster fosfato: permite la union entre dosledttidos, involucrando al
oxigeno del carbono 5° de un nucledtido y al oxdgael carbono 3” del siguiente.

lll. Base nitrogenada aromatica: esta unida al azuUcaliante una union3-
glicosidica entre el carbono 1’ de la pentosa yribgenos de las posiciones 1 en
pirimidinas (citosina, C; timina, T; uracilo, U) ® en bases purinicas (adenina, A;
guanina, G). El plano de la base esta casi perpaadial azUcar.

El producto de la union de la base nitrogenadazata recibe el nombre de
nucledsido. La esterificacion entre un hidroxild decleésido y el acido fosforico da
origen a un nucleodtido que son las unidades ufitigapara construir cadenas de
polinucledtidos (oligonucledtidos, en el caso deetes cortas, hasta 100 nucléotidos).

Los oligonucledtidos pueden obtenerse utilizandtetizadores autométicos que
utilizan la estrategia de sintesis en fase hetaeemyépermitiendo la preparacion
secuencial y ordenada de cadenas de ADN o ARNrdaxiones se llevan a cabo en
fase sélida, el primer nucleésido se encuentracuaidun soporte de silice de poro
controlado (CPG) y permanece unido hasta la fiaeidn de la sintesis. Esta
metodologia utiliza la quimica de las cianoetiléwafiditas’; monémeros precursores
que contienen diversos grupos protectores estcat@gnte disefiados para removerlos
de forma selectiva y ortogonal.

La Figura 1-3 muestra los grupos protectores caracteristicos dhosl
monomeros. El extremo 5° se protege con dimettlatr(DMTr), que puede ser
removido en medio acido. La fosforamidita unidah@roxilo 3" que tiene un grupo
N,N-diisopropilamino, puede activarse en medio acidactuar como un buen grupo
saliente en una reaccién de sustitucion nucleafilios grupos protectores de las bases
y del esqueleto fosfato, son labiles en medio bagigpueden ser removidos con
amoniaco concentrado al finalizar la sintesis. IEtaso del ARN, resulta necesaria la
proteccion del OH en 2’, evitandose asi, un posibéeue intramolecular durante las
etapas de activacion. Estos grupos protectorestublthente silanos, se remueven

especificamente con la ayuda de fluoruros.
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/ \\ Proteccion en la base (N exociclicos)
CHj
, O/ i c‘) NZ-isobutirilguanina
. / \ JL : N
Proteccion OH gn 5' HN </ f\NH
; iy \ HN
(DlmeIOXItI‘IFHO) \ N N NH /)\
\ CH.
N o ’ NH X0
NC-benzoiladenina

¢ N*-benzoilcitosina,
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/
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| ,
\N (fosforoamidita)

S

Figura 1-3 Estructura de las cianoetilfosforoamiditas.

En laFigura 1-4 seesquematiza un ciclo de sintesis, el cual inclogephsos para
adicionar un nucleétido a la cadena. La sintesieakza desde la posicion 3" ala 5’
contrariamente a la reaccion biosintética; estadalee a la mejor eficiencia de la
reaccion quimica de condensacion de mondmeros. riflep paso involucra la
desproteccion del hidroxilo del carbono 5° previateeprotegido con DMTr. Esta
reaccion se lleva a cabo en medio &cido, utilizadde tricloroacético. Una vez
desprotegido el extremo 5°, se procede a incorpetasiguiente mondémero. La
fosforamidita correspondiente se activa con uncadibil (tetrazol) en presencia de un
nucléofilo (OH 5’ de la cadena en formacion), omndo asi, el acoplamiento. Dado
que la extension de la cadena no se da de forma#itati®@a, se busca bloquear las
secuencias que no reaccionaron en la condensacevitar que interfieran en los
siguientes pasos de sintesis. Finalizada la e@@&aplamiento, se trata con un agente
acetilante dando origen a secuencias truncas qu#n g®steriormente separadas
mediante una purificacion cromatografica. El sigtée paso es la oxidacion del
triésterfosfito usando una mezcla deeh Piridina/Tetrahidrofuranof@ para dar un
atomo de fosforo pentavalente caracteristico delcerfosfato de los acidos nucleicos.

Por ultimo, un nuevo paso de detritilacion perreiteomienzo del siguiente ciclo. Dado
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que el cation tritilo (DMTY) liberado tiene una coloracién naranja, la abswisaa

490-495 nm se utiliza como indicador de la eficiare acoplamiento.

O 5. 0p
o
o)
./H\/\/O DMTr*
L‘ Detritilaciol HO
o

Desproteccion y \
liberacion del soporte 0
o

Nuevo ciclg

o}
./H\/\/O
o}
Oxidacion
|
o ...
M Minoritario
o
Ascaramiento

Secuencias
truncas

Figura 1-4 Esquema del ciclo de sintesis realizado pomé&ttizador automatico de oligonucledétidos.
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La repeticion sucesiva de ciclos da origen a laiesecia de composicion y largo
deseados unida al soporte sélido y con los grupotegiores en las bases y en el
fosfato. El tratamiento con amoniaco concentrado558C permite liberar el
oligonucleotido del soporte de silice e hidrolizas grupos protectores. Se obtiene
como resultado, una mezcla de la secuencia comfdietalargo n) habitualmente
acompafiada de secuencias minoritarias mas codbsn#2, etc.) y un conjunto de
secuencias truncas y con los grupos protectoredaslebases hidrolizados. El
oligonucleotido desprotegido de la fase solida,dgueonservar el grupo protector
DMTr en el extremo 5" ya que éste es labil Unicamem medio acido. Por ser un
grupo voluminoso Yy lipofilico permite que la mezplaeda ser purificada sin problemas
por cromatografia de fase reversa. Por ultimo, ista da secuencia deseada, se
desprotege el extremo 5 en medio acido y nuevameet debe purificar el
oligonucleotido del DMTr liberado mediante una egtidon de la fase acuosa con éter
etilico.

La rotacion respecto a cada uno de los enlacesslaucledtidos es la que le
confiere la flexibilidad a la cadena nucleotidica dgetermina las propiedades
macromoleculares. Al ser una zona de elevada dmhsdk carga negativa, la
flexibilidad es necesaria para disminuir las rejpnlss y dar origen a estructuras
energéticamente estables. Las interacciones mawstanpes que presentan los acidos
nucleicos son las que involucran a las bases emadps y las relacionadas con el
solvente e iones del medio. Las fuerzas presentes ks bases se pueden agrupar en
dos interacciones basicas: las de formacién detpsigle hidrogeno en el mismo plano
de las bases y las de apilamientgtacking que son perpendiculares a dicho plano.
Estas fuerzas seran las responsables de formarctesas macromoleculares o de
posibilitar la interaccion con otras moléculas.

El reconocimiento entre bases nucleicas se damaces puente de hidrégeno.
Existen muchos patrones posibles de formacién @atpa de hidrégeno, pero en los
acidos nucleicos naturales, el modo mas comln psopliesto por Watson y Crick
(Figura 1-59. Las caracteristicas de este apareamiento squreli@rencia por la
coplanaridad de las dos bases; la formacion de pwemntes de hidrogeno para el
apareamiento C-G y la formacion de dos puentesidiédeno para el apareamiento
T(U)-A.

Existen otras posibilidades de reconocimiento emiases que difieren del

propuesto por Watson y Crick, en donde pueden lesilse apareamientos no
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convencionales entre dos purinas o pirimidinas. tiderme las posibilidades se
encuentran, por ejemplo, los apareamientos Himgsteeff, que involucran la
participacion de otros atomos de nitrégeRigra 1-5b, los deHoogsteen reversgue
son similares a las anteriores pero rotando lacfwside las based-igura 1-59 o
wobblé*. Las propiedades de simetria de los pares de lsasesnportantes porque
determinan las caracteristicas estructurales desnardientos superiores como
estructuras de doble cadena. Los apareamientgpdeHbogsteen por ejemplo, son

responsables de estructuras del tipo triples I&lice

@) A T /H
O ........... H\N
Ho Heeeemeer o\ CH, N /)
N \ \ N / N——’H ........ N/ \
N . H"’N C ./ N;<
/ \N ...... \/N 1 N/H" / N
< | /J VRN N O \
N N @) C1 H Cl
/
C, G Cc
(b) CH, (©)
— Ci' T
Ci— /_320.‘ N/
/>7N\ Ho_ _H H,C / >:O
° e, " V/am H H
T N XN O \H \N/

Figura 1-5.Interacciones puente de hidrége(®: Watson y Crick(b) Hoogsteen, (c) Hoogsteen

reverse

Ademas de servir para el reconocimiento horizoetdte bases, los puentes de
hidrogeno son claves en muchas de las funcioneg@gempenan los acidos nucleicos.
Tanto la unién especifica a proteinas, como labilaad de unirse a pequefios ligandos
se dan mayoritariamente a través de puentes dagleiclo.

Las bases nucleicas también interaccionan entte pir apilamiento stacking
Dichas interacciones juegan un papel importanta eleterminacion y estabilizacion de
las estructuras secundarias y terciarias, tanté\B&l como del ARN% El anélisis de
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las estructuras de rayos X de patronestdekingde los complejos de diferentes bases
libres cristalizados indica que las mismas tienalemicarse de forma tal de compensar
los dipolos presentes y minimizar las repulsionestido hidrofébicas. Para ello, es
necesario que dos bases se dispongan aproximadapenatelas Kigura 1-6. Este
tipo de interaccion es debida mayormente a fuedipslo-dipolo, dipolo-dipolo
inducido y dipolo transitorio. Dichas fuerzas degsm de las bases particulares que
estén interactuando, lo cual hace que la interacd#stackingdependa tanto de la

composicion de la cadena de oligonucleétido comsudgecuencia.

Figura 1-6.Interacciones de apilamiento entre bases nitratpemna

Ambas interacciones (puente de hidrégerstagking dan origen a la formacion
de una doble hélice cuando dos cadenas complenasndar ADN o ARN interaccionan
(Figura 1-7). En dicha hélice, el esqueleto hidrofilico depgrsi fosfato y azlucares esta
expuesto al entorno y las bases estan apiladalsietergor de la hélice, con sus planos
perpendiculares al eje de la misma, generandosein@e mayor rfiajor groove y un
surco menorrfiinor groove en la superficie de la doble hélice (¥égura 1-7).

La solvatacion juega un papel muy importante encloebios conformacionales
de los acidos nucleicos. Pueden distinguirse digegsados de hidratacion e interaccion
con los componentes de los mismos. Una primera chpamoléculas de agua
corresponde a aquellas que interaccionan directamam los enlaces fosfato y los
azucares. Luego, se encuentran moléculas de aguesmestructuradas y con
caracteristicas similares a las del seno de |zigolu

Los &cidos nucleicos son polianiones en condicidim@sldgicas y por ello
normalmente estan rodeados de iones o moléculagspprallan las repulsiones de
carga entre los fosfatos y las neutralizan par@aten En el interior celular estan

presentes cationes inorganicos en concentracionesomolares, que se hallan
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normalmente unidos al ADN. Los mas comunes soff M2e>, Na' y K*. Los cationes
monovalentes interactian de manera poco especiiitda secuencia, en cambio, los
divalentes estan normalmente ligados a los oxigenogjue también pueden asociarse
con los atomos de las bases y los azucares o bedicarse a moléculas de agua para
favorecer zonas especificas de interaccion cowmigbaucleico. En general, los iones
van a tener propiedades estabilizadoras, aunquiepyeoducir el efecto contrario si se

trabaja a concentraciones muy elevadas.

Minor
groove

— re—.
[ N

Major 36 A e — =

groove

Figura 1-7.Estructura de la doble hélice.

Como resultado de las numerosas interacciones &#reomponentes de los
acidos nucleicos y el entorno, se generan estagtuidimensionales secundarias y
terciarias complejas y variadas. [Eagura 1-8 muestra algunos de los patrones de
estructuras secundarias que pueden encontrarseseacidos nucleicos naturales o
sintéticos.

La estructura de los oligonucleotidos simple cad@papuede adoptar varias
morfologias tridimensionales, donde se pueden pE@ynen la misma molécula,
pequefias zonas doble cadeppHelicoidales, con formacién deops juntions etc®.
Basicamente, su estabilidad estd gobernada porintasacciones destacking e
interacciones con agua e iones. A diferencia deektsucturas simple cadena, la

interaccion de dos cadenas complementarias conHela formacién de una hélice
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cuyas caracteristicas pueden ser definidas corartiasprecision. En este caso, la
estructura esta determinada tanto por interaccignesite de hidrogeno como de
stacking y con los iones y solverite

17Xy

Doble cadena Hairpin stem Region simple
(as) loop cadenad)
> 5
? Hl
r a. 5!
S _ .
Junction

Figura 1-8.Algunas posibles estructuras secundarias de idesinucleicos.

Dicha estructura es sumamente compleja y rica rmacion bioldgica. El
grado de comprension y de informacion estructusalel que se cuenta actualmente se
ha logrado mayoritariamente por la conjuncion déodds experimentales tales como
difraccion de rayos X, espectroscopia de resonamegnética nuclear (RMN), de
absorcion ultravioleta, dicroismo circular, técsicale microscopia y analisis
computacional. De esta manera, se ha logrado genaéma base de datos
termodinamicos y estructurales que son de utilidacho punto de partida para un
analisis detallado de la estructura de los acida$eitos y su interaccion con ligandos
tales como proteinas, azUcares, lipidos y farnfadBsconocimiento de la estructura y
de las funciones de los &cidos nucleicos, espanifinte, su capacidad de
desempenfarse tanto como moléculas que contiermmiacion, como ligandos capaces
de unirse o como catalizadores, ha abierto nuegosnarios en el desarrollo de
biosensores de afinidad.

1.3. Una alternativa: los aptameros

Dentro de las estrategias alternativas a la wilira de anticuerpos como

elementos de reconocimiento se encuentran los sacidaleicos. Aprovechando la
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estructura tridimensional de dichas secuenciaspseuede utilizar como polimeros
capaces de funcionar como ligandos especificos.

En 1990, se desarroll6 un método de seleccion-fioguion de
oligonucleétido® que permiti6 obtener secuencias con afinidad paiéculas
(targety que no eran acidos nucleicos. El proceso se dedoBELEX Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment o en términos mas generales,
evolucion molecularin vitro. Los ligandos de base nucleotidica recibieron la
denominacion de aptameros, palabra que deriva atéh Faptus” que significa
“encajar”.

Los aptdmeros se definen como secuencias de SADNARN;s aisladas de
colecciones combinatorias de oligonucleodtidos, @o® capaces de unirse por
interacciones intermoleculares a un amplio rangotadget$®, que van desde las
moléculas organicas pequetfastales como vitaminas, antibiéticos, aminoacidos,
nucleétidod' y péptidos, hasta las proteiffase inclusive las céluld con gran
afinidad y selectividati. La estructura del complejo aptaméaogetrevela la clave de
las interacciones moleculares que le confieren offfpdad a dicho complejo,
incluyendo el stacking de las bases, los puentes de hidrégeno especifiaos
complementariedad molecular y las fuerzas dispassiv

La Figura 1-9 muestra una representacion simplificada de lasntiist etapas
involucradas en el proceso de SELEX. Se parte de amheccion combinatoria de
secuencias de ADN o ARN sintética (biblioteca) laalcse incuba con dharget
(seleccién) en un buffer especifico a una dada ¢eatygpra. Cada miembro en una
biblioteca es un oligbmero lineal de una secuenpigka. La complejidad, o la
diversidad molecular, de una biblioteca dependendeiero de posiciones aleatorias de
los nucle6tido¥. Tedricamente, una biblioteca que contiene unimegjeatoria de 40
nucleétidos contiene 1,2 x #0secuencias individuales ‘@t Sin embargo, en la
practica, la complejidad de una biblioteca comlnat oligonucleotidica tipica
obtenida por sintesis en fase sélida se limita & 2010 secuencias individuales,
consecuencia de las limitaciones en la cantidadaba de biblioteca de la cual se parte.
El éxito de encontrar moléculas Unicas (aptamequ® interactan con utarget
particular radica esencialmente en la diversidala diblioteca utilizada.

La biblioteca generalmente se disefia de forma mler tena region aleatoria de
entre 40 - 60 nucledtidos flanqueada por dos zdeasecuencia fija. La posicion de

cada nucledtido en la region aleatoria se sintetizgartir de una mezcla de
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fosforoamiditas que contienen, para el caso del Albdlcuatro nucledtidos (A, G, Cy
T) en proporciones acordes a la eficiencia de aooigihto de los mondémeros
individuales. Como los aptameros se pueden obtepartir de bibliotecas de ADN asi
como también de ARN, las bibliotecas de ADN siatetas quimicamente se
convierten enzimaticamente a bibliotecas de ARNUra 1-9. Para ello se disefia un
promotor para la ARN polimerasa (T7 ARN polimergsa;; ejemplo), dentro de una
secuencia fija de la biblioteca para la sintesistro de ARN®.

Mezcla de candidato RT-PCR
a aptameros (ARN)
OI|gonucIeot|do N\ AMPLIFICACION
sin ligar j/

Complejo Target
Oligonucleétidotarget /

SELECCION

/ Biblioteca de
oligonucledtidog,
.

CLONARY
SECUENCIAR

ss i
lARN polimerasa !

Figura 1-9.Esquema general del proceso de SELEX.

Durante la seleccién, una muy pequefia fraccion @muencias tienden a
interactuar con dhrget y dichas secuencias se separan del resto deliletéca usando
alguna técnica de separacion fidic&na alternativa para dicha separacion, cuando los
targets son peptidicos o proteicos, es utilizar la pasticcon filtros de celulosa. La
seleccidnin vitro de un aptamero de ARN que reconoce la T4 ADN mathsa fue
realizada por Tuerk y GAtf utilizando membranas de nitrocelulosa. Luego de es
primer logro, muchos aptameros fueron seleccionegfmdamente usando dicha técnica
de particion. La mayoria de los aptameros seleadiom usando membranas de
nitrocelulosa son aptameros de ARN, lo que indicadbneidad de dicha técnica de

particion para separar eficientemente secuenchRIé de sus complejos proteicos. Sin
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embargo, algunos aptameros de ADN se han seleddomsando dicha técnica, por
ejemplo el aptamero de ADN contra la proteina Reek. col®.

Otra alternativa implica la inmovilizacién sobre swporte solido dehrget para
generar una matriz de afinidad, en donde las se@seque no interactian contatget
en el soporte solido puedan ser removidas por ssnpasos de lavado. Ellington y
Szostak® usaron dicha técnica de separacion en la seledeiam aptadmero de ARN
contra diferentes colorantes organicos. Dichas cotdé pequefias tienen grupos
donores y aceptores de hidrégeno como también fauperplanas para interaccionar
conbeadsde agarosa. En el proceso de SELEX, el compldpnagrotarget se separa
en la columna de agarosa, y las secuencias de ARNsuse eluyen con soluciones de
alta fuerza ionica. El uso de particulas magnétaisorbentes funcionalizadas con un
sistema de separaciéon magnético también se hadeoado como una herramienta Util
para la separacion de proteinas y acidos nuclelidsandobeadsmagnéticos, se ha
seleccionado un aptdmero de ARN contra el virusadenfluenz&®. Este tipo de
separacibn magnética evita varios pasos intermediomo centrifugaciones,
filtraciones, etc.

A continuacion, la poblacién de secuencias unitiésrget (mezcla de candidatos
a aptamerog;igura 1-9 se aislan y amplifican para obtener una bibletegriquecida
gue puede ser utilizada en el préximo ciclo decs#@/amplificacion. En el caso de
partir de una biblioteca de ADN, se utiliza la r@én en cadena de la polimerasa (PCR)
para la amplificacion; si la biblioteca es de AR®¢ usa primero una etapa de
transcripcion a ADN con una transcriptasa inveseguida de una amplificacion por
PCR (RT-PCR). Las secuencias de ADNbtenidas luego de la separacion de las
cadenas de los productos de PCR se incuban comuestra fresca derget en el
siguiente ciclo de seleccion. La poblacion de secias de ARN para el siguiente ciclo
se obtiene por transcripcion de los productos de.PC

La eficiencia del enriquecimiento en secuencias spi@inen atarget con alta
afinidad esta gobernada por las condiciones expetaies elegidas para cada uno de
los ciclos de seleccion (la relacion de masa diobéica atarget, la concentracion de
los cationes, la fuerza idnica, la temperatura).dit progreso de dicho enriquecimiento
puede determinarse llevando a cabo un andlisis fikkdaad de las poblaciones
enriquecidas contra dhrget utilizando distintas estrategias de marcacion cdano
isotopica y la fluorescente. Cuando se alcanzasaharacion en la afinidad luego de

varios ciclos de seleccién/amplificacion, la bib#ica enriquecida se separa, se clona y
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se secuencia para obtener la informacion de la ositipn de las diferentes moléculas
seleccionadas. Las secuencias individuales sow lc@@cterizadas sobre la base de su
habilidad para unirse ahrget Generalmente, mas del 90% de las secuenciasan un
biblioteca enriquecida son “ganadoras”, estos @sna@eros que se unentatgetusado

en la selecciéfl. Habitualmente es posible construir una secueceigsenso entre
varios de los candidatos seleccionados, esto & ks candidatos que comparten
rasgos comunes en la estructura primaria.

La cantidad de ciclos necesarios para la obtendénaptameros depende,
usualmente, del grado de exigencia impuesto en catla como asi también de la
naturaleza detarget En la mayoria de los casos, el enriquecimient@fitedad se
alcanza entre 8 y 15 ciclos. Existen también patscde SELEX automatizados para
hacer que la obtencién de aptdmeros sea atin nida ggmas econémiéy aunque no
han alcanzado una gran difusion debido a lo ponergéizable de esta tecnologia.

El alto grado de especificidad normalmente alcamzpdra los aptdmeros
habitualmente es mejor que el de los anticuéfp&sto es un resultado de la demanda
selectiva en el proceso de SELEX, que elimina égsiencias que se unen a analogos
relacionados defarget Esto se logra con el proceso conocido como CeBtlaEX,
que efectivamente descarta ligandos que tienenlidebipara unirse a analogos
estructurales delarget En dicho proceso, la poblaciéon de secuenciassquenen al
target son sometidas a una elucion de afinidad con aodlastructurales y las
secuencias eluidas son descartadas. Polisky y cratiire¥ seleccionaron un
aptdmero de ARN que reconoce teofilina con unataates de disociacion @ de 0,1
pUM. Dicha afinidad es 10000 veces mayor que la @ddishide dicho aptamero por la
cafeina, la cual difiere de la teofilina Unicameegreun grupo metilo en el nitrdgeno N-7
de su estructura. Estos autores luego del quirtlo ae seleccién, cambiaron el
protocolo de elucion de los “candidatos”. En vezetier los mismos con teofilina, se
eluyeron con una solucién de cafeina (Contra-SELEX)

Con el objetivo de acortar los tiempos de selecd®tos aptameros, el proceso
de SELEXmicrofluidica (M-SELEX) integra el uso dmads magnéticos con la
tecnologia de microfluidos para aislar aptamerosresolo paso de seleccfdnDicho
proceso de M-SELEX basado en whip, presenta como ventaja la capacidad de
controlar el campo magnético en un microcanal dedotal de manipular la seleccién
de las particulas magnéticas. Ademas, el uso deocaicales permite utilizar un

pequeifio numero de moléculas darget y por lo tanto, trabajar con bajas
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concentraciones del mismo. Dicha restriccion cneaamnbiente de competencia en la
unién haciendo que solo los aptdmeros con mayoidafi sean seleccionados. Usando
esta estrategia, Soh y colaboradbtdseron capaces de seleccionar un aptdmero con
afinidad en el rango nanomolar para la cadena cEtéa neurotoxina recombinante
Botulinumen un unico ciclo de seleccion.

Por otro lado, los métodos de seleccién basadoslestroforesis capilar (CE-
SELEX) aportan una metodologia rapida para la @artide los aptameros de las
secuencias sin ligar durante el proceso de selegcpbr lo tanto reducen el tiempo del
proceso. La seleccion se lleva a cabo en soluenitando la necesidad de conjugar el
targeta un soporte sélido. Krylov y colaboraddfegesarrollaron una técnica conocida
como non-SELEX donde utilizaron ciclos repetidos de particiom s etapa de
amplificacion entre cada ciclo.

Una alternativa reciente para aumentar la funcidadl de los aptameros,
especialmente aquellos que se unen a moléculaseip@sjues incorporar alguna
estructura secundaria en las secuencias de |ateitdi usadas para la selecéiéun
ejemplo de estructura secundaria sonjuastions (ver Figura 1-8. Dicha estructura
provee una forma conveniente de generar aptamevadidds que involucran dos
secuencias de acidos nucleicos que se autoensaerbfamesencia déarget Heemstra
y colaboradores describieron un procedimiento gataccionar un aptamero dividido
utilizado dicha arquitectura. Este método de s&acnuestra el potencial de ampliar el
namero de aptameros que son especificos para nadgmeguenas.

En forma equivalente a los anticuerpos, los aptaseueden utilizarse como
elemento de reconocimiento molecular para aplicescanaliticas. Sin embargo los

aptameros ofrecen algunas ventajas frente a lasuamos®*®

se pueden desarrollar
contratargets toxicos; en realidad, se pueden producir paragoied molécula, aun
cuando no generen una respuesta inmune; dentitadereoléculas pequefias como la
adenosina, sus nucleétidos y la cocaina, las chalesido usadas extensamente como
sistemas modelds Ademas, sus secuencias se pueden desnaturaiigdtiralizar
rapidamente, son estables largos tiempos en condginormales de almacenamiento y
las condiciones fisicas y quimicas durante el moake seleccion se pueden controlar,
pudiendo ser dirigidos para reconocer sitios estrales o quimicos especificos del
target un aspecto muchas veces imposibles en el cass daticuerpd¥. Se producen
por sintesis quimica lo que resulta en una granogeneidad de lotes de produccion y

una alta pureza y ademas, es un proceso que nienegel uso de animales. Durante
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dicha sintesis pueden ser modificados quimicamant®mrporandoles marcadores
especificos para el proceso de transducciéon (ffaoy$, marcadores redox, etc.) y/o
grupos funcionales que faciliten su inmovilizacgmbre superficies.

Debido a su resistencia, pueden ser usados ennupléaavariedad de buffers o
solventes, simplificando la preparacion de las mmasso haciendo posible las
mediciones en extractos de compuestos poco soleblegyua. Por ejemplo, el ADN
resulta estable en ciertos solventes organicoss tatemo etilenglicol, metanol,
formamida, dimetilsulféxido (DMSO), etc., formangaentes de hidrégeffo Como se
pueden seleccionar bajo condiciones no fisiologywascondiciones de matrices reales,
resultan particularmente (tiles para el sensaduwkstras alimenticias o ambientéfes

En comparacion con los anticuerpos, presentan liasespecificidad pudiendo
discriminar untarget de moléculas con diferencias estructurales sutidesno la
presencia o ausencia de un grupo m&tifo un grupo oxhidrild. Presentan K que
van desde el rango picomolar hasta micromolar. @gjpecto interesante es que el
evento de reconocimiento molecular suele estanadm@ un cambio conformacional
del aptamero, lo que ofrece flexibilidad en el dsee aptasensores.

Por las razones antes enumeradas el desarrollo éledos alternativos de
deteccion de moléculas utilizando aptdmeros enr [dgaanticuerpos ha alcanzado un
importante grado de evolucion, de forma tal que hmsc de las estrategias
inmunoquimicas para el desarrollo de una sefalolulg evento de reconocimiento
fueron extrapoladas al campo de los aptamerdn relacién con las aplicaciones
medicinales, se ha aprobado recientemente el uso dgtamero contra el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) pord& Food and Drug Administratigoara
el caso de maculopatias degenerativas, lo cualehlpratencial de los aptameros en las
aplicaciones terapéuticds

Aunque se han obtenido aptameros a través del gwode SELEX utilizando
ADN y ARN nativo, la composicion de dichas secuascies susceptible a la
degradacién mediada por nucled$gsen menor medida a una degradacién quimica y
fisica. El grupo oxhidrilo en el carbono 2’ del eatien el ARN adyacente al &tomo de
fosforo electrofilico en el puente fosfodiéstercdnagque el ARN sea quimicamente
inestable bajo condiciones de elevado pH y tempexraEl ADN no posee un grupo
oxhidrilo en el carbono 2’ y por lo tanto, es muchas estable frente a la hidrolisis en
las mismas condiciones. De todas maneras, si hiesthbilidad de las secuencias de

ARN y ADN en medios biolégicos como el suero es meagendiente de la secuencia y
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estructura de las mismas, la velocidad de degréwlaan este caso suele ser mucho
mayor que en condiciones estrictamente quimicas.

La velocidad de la degradacion mediada por nuctegmsede disminuirse
considerablemente introduciendo sustituciones aasnien el esqueleto del acido
nucleico, principalmente modificaciones en la pigsic2’ de las pirimidinas. Otra
modificacion estabilizadora comunmente utilizada las sustituciéon del puente

fosfodiéster con un puente fosforotioatigura 1-10.

Posicién 5 de pirimidinas

* 5-pentinil- : Q
* 5-(3-aminopropi|)-§
? NH
o P
| N )

0—P—O0
0

Posicion 4' del nucleétido

O-
* 4'-tio

O—P—O0O— Posicion 2' del nucleétido

o- * 2'-O-metil
Puente fosfodiéster * 2'-amino

* 5'-a-borano * 2'-fluoro

* 5'-fosforotioato-

Figura 1-10.Posiciones susceptibles de modificacion en laietsira del ADN/ARN.

Los avances en las terapias antisentido han carddla desarrollar una variedad
de modificaciones quimicas que pueden estabilzaoligonucleétidd®, pero con la
posible consecuencia de que dichas modificacioabsitén las interacciones entre los
aptdmeros y suwrgetsalterando el plegamiento de los misncagando son aplicadas
post-seleccion.

Una estrategia alternativa es llevar a cabo elgsmale SELEX usando una
biblioteca de oligonucleétidos modificada (Mod-SBO)E. Se han seleccionado
aptameros de ADN y ARN con alta afinidad y espeicifid para una amplia variedad
de targetscomo proteinas, péptidos y pequefias moléculagpdosugiere que la base

nitrogenada, el azucar y el grupo fosfodiéster gorem la diversidad superficial
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suficiente para el reconocimiento deiget De esta manera, el uso del proceso de Mod-
SELEX, ademas de producir moléculas mas estables, la posibilidad de obtener
aptameros con conformaciones y superficies de oabmmento dektargetno accesibles

en el ADN o ARN nativo.

Para poder llevar a cabo el proceso de Mod-SELEX pibliotecas modificadas
guimicamente deben ser sustratos en las etapanatitas del proceso de SELEX que
incluyen la amplificacion directa usando ADN poliagas, y la transcripcion reversa de
la biblioteca modificada en ADN seguida de la tcapeion a base ARN (vetigura 1-

9). Se han reportado variantes mutadas de diverdasgrasas nativas que “aceptan”,
como sustratos, nucleétidos modificados. Sousadjil®anostraron la utilizacion de
una variante mutada de la T7 ARN polimerasa palienpdzar nucleétidos trifosfato de
2'-fluoropirimidinas y 2’-aminopirimidina®. Otros trabajos llevaron al desarrollo de
T7 ARN polimerasas mutadas capaces de utilizar caustratos grupos mas
voluminosos en la posicién 2’ del aztcar, incluyetas grupos metoxifS.

Algunos de los nucleétidos modificados que se pued#izar en el proceso de
SELEX con enzimas nativas se muestran dfidara 1-1Q Jayasena y colaboraddtes
seleccionaron un aptamero para la enzima elastasalo una biblioteca que incluia 2'-
aminopirimidinas y 2’-hidroxipurinas (nativas). Rarsormente, se seleccion6 un
aptamero con alta afinidad gk= 350 pM) para el factor de crecimiento de fibasibs
usando la misma composicion en la bibliotécRicho aptamero resulté mil veces mas
estable en suero humano y en orina que su analdgdRd nativo. La desventaja de
este tipo de modificaciones es la dificultad paméesizar las secuencias modificadas en
la sintesis en fase solida.

Otras moléculas que pueden ser sustratos de lasgpatas nativas y aportar
resistencia a nucleasas son las 2'-fluoropirimisligibliotecas con dicha modificacion
fueron el punto de partida para la obtencion diehgraptamero clinicamente aprobado
para el uso terapéutico en humanos en Estados $Jrébblacuge’y.

Los 2’-O-metil nucle6tidos son mas econémicos que sus gogal@’-amino, 2'-
fluoro o 2-ribo nucleétidos. Keefe y colaborad§rdtevaron adelante el proceso de
SELEX para el VEGs usando una libreria que contenia diferentes poopues de 2'-
O-metil pirimidinas y purinas. Se utilizé una mutarde la T7 polimerasa para la
amplificacion, usando condiciones optimizadas pala transcripcion de
oligonucleotidos con un alto contenido de gruposoxils en la posicion 2'. Dicho

aptamero resulto estable frente a la degradaciueroin vitro por 48 horas. En un
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segundo trabajo del mismo grupo se reporto la cliierde un aptamero para trombina
partiendo de una biblioteca simfiar

Otra modificacion posible es el puente boranofoesfste se puede introducir en
transcriptos usando la T7 ARN polimerasa nativa 'ya®-borano trifosfato
nucleodtidos. Dicho puente es isostérico e isodlaato con el puente fosfodiéster, pero
es mucho mas resistente a nucleé&saBurke y colaboradorés han reportado la
obtencién de un aptamero para ATP usando biblistegge contenian nucleétidos
modificados con boro.

El 4&tomo de oxigeno en 4’ del azlcar del nucledtidsulta una posicion
alternativa que puede ser susceptible de modifitdatsuda y colaboradorés
desarrollaron bibliotecas conteniendo 4'-tio UTPOQIP. Se preveia que dicha
modificacion aumentaria la resistencia a nuclegdaduerza de apareamiento entre las
bases y por lo tanto, la estabilidad térmica dedptmeros. Se llevd adelante el
proceso de SELEX contra trombina y el aptameronibbemostréo una K de 5 nM.
Los autores mostraron que el ARN con grupos 4-6n cada purina es
aproximadamente 50 veces mas resistente que elrfsido.

El puente internucleétido fosforotioato ha sido omporado en terapias de
antisentido desde hace aproximadamente una dégadpje aumenta la resistencia a
nucleasas manteniendo la actividad RNAsa H (capdai@ degradar ARN en hibridos
ADN-ARN). En dicha modificacion, el oxigeno libreeldenlace fosfodiéster es
reemplazado por un azufre. Estas modificacione®tida ventaja de que pueden ser
sintetizadas con facilidad y presentan un increménportante en la vida media del
oligonucleotido. El puente fosforotioato generadajeiral y los oligonucleotidos que lo
contienen son mezclas diastereoisoméricas. Gonenst®laboradords seleccionaron
un aptamero con alta afinidadgdK nM) contra la proteina de la capsula del vireiged
encefalitis equina venezolana usando una bibliotssaADN en la cual todos los
puentes internucleotidicos de las A y C fuerondasfaotos. El inconveniente de estas
modificaciones es el efecto de unidon inespecifiaantra proteinas extra e
intracelulare¥.

Por otro lado, las modificaciones en la posicion & algunas bases,
principalmente U, son las mas aceptadas por lasn@a@sas nativas y permiten
aumentar la diversidad funcional del nucleétido ificetlo. Latham y colaboradof@s
reportaron un aptdmero de ADN contra trombina usanth biblioteca de ADN que

contiene 5-pentinil-2’-desoxiuridina. La secuendal aptamero obtenido resultd
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diferente de la previamente reportada para el mismget utilizando una biblioteca de
ADN nativo® aunque la afinidad fue de 4 a 10 veces menor.Hibimteca de ARN
conteniendo 5-(3-aminopropil)desoxiuridina se usdapgenerar un aptamero contra
ATP que mostré unagentorno de uM®°.

El uso de las diferentes modificaciones antes meadas aumentan
significativamente el tiempo de vida biolégico @s lptameros, sin embargo, dichas
secuencias siguen siendo sustratos de las actsdadetabdlicasn vivo. Una
alternativa para identificar oligonucle6tidos résiges a nucleasas implica la utilizacion
de principios de quiralidad en el procéswitro de seleccion. Las primeras aplicaciones
de esta técnica llevaron a la identificacion dearidps de ARN y ADNL-
enantioméricos, llamadoSpiegelmersque se unen a arginiffay adenosin4. Los
Spiegelmergeconocen a suargetsde la misma forma que los aptameros, pero no son
susceptibles a la degradacién enzimatica por mem$da Para identificar un
Spiegelmerse debe sintetizar la imagen especulattatelet Al realizar el proceso de
SELEX, se seleccionan las secuencias aptaméiizasifos nucleicos) contra dichas
imagenes especulares. Luego de la sintesis dedasrxias aptaméricas en su fotrna
enantiomérica, eBpiegelmerresultante reconoce aarget en su forma nativa con
afinidad comparabl& Cabe destacar que en la mayoria de los caso&aulds, los
targetsson moléculas pequefias y por lo tanto, los respscenantiomeros se pueden
sintetizar quimicamente.

Los mondmeros LNA Lock Nucleic Acids son 2°0-4"-C-metilenf3-D-
ribofuranosilnucledsidd4 Se caracterizan por tener como azticar una fuadsioglica

con un puente entre el oxigeno del carbono 2’cardono 4° Figura 1-17).

HO Base
O

OH O

Figura 1-11.Estructura de los LNA.

Las secuencias de ADN que contienen dichos mon&@sera@aracterizan por su
gran resistencia frente a las nucle&5gsor lo tanto, se ha avanzando en seleccionar

aptameros utilizando bibliotecas modificadas corAENLa Unica limitacion es el uso
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de polimerasas mutadas en la etapa de amplifical@bproceso de SELEX de forma
tal de que reconozcan dichos monémeros. Kuwaharaohlboradorés han
seleccionado recientemente, un aptamero para tnamitilizando una biblioteca de
ADN/LNA.

Un inconveniente asociado a la obtencion de loénagtos es que no existe un
protocolo estandarizado para el proceso de selecgadque las diferentes secuencias se
seleccionan bajo condiciones diferentes y dichaglicmnes son las que se deben
utilizar para su funcionalidad. Ademas, los apt@meson muy diversos en su
composicion (ADN, ARN, nativo y modificado), longd, y caracteristicas
estructurales. Esta diversidad complica la trapsi@a de un ensayo de un aptamero a
otro e implica la optimizacion del ensayo con cagd@amero. En contraste, los
anticuerpos son biomoléculas altamente conservaaagpermiten la transferencia de

los ensayos con los diferentes anticuerpos.

1.4. Aptasensores

1.4.1. Inmovilizacion

La inmovilizacion es importante para el desarroflola integracion de los
aptameros en diversos dispositivos. En los aptasesislos aptameros pueden ser
anclados a una amplia variedad de superficies.nif®rtante que la estrategia de
inmovilizacién permita que los mismos, en la sup&rf mantengan su capacidad de
reconocimiento y selectivid&t Esto se logra generalmente, anclando covalentemen
el aptdmero a una superficie modificada, o acoglénagnlinker al mismo, y en algunos
casos, a través de una fisisorcion no covalente.

En experimentos electroquimicos y de resonancf@adnon superficial (SPR) es
habitual la utilizacion de sustratos metalicos caoporte de la inmovilizacién. El oro
es posiblemente el elemento mas usado, fundamentendebido a la facilidad de
formacion de monocapas de sustancias ancladasnfadciones S-Au. En menor
medida se utilizan otros sustratos, como nanotulgogsarbono (NTC) y polimeros
soportados sobre vidfty también silicio para algunas aplicaciones deraohi@lanza de
cuarzo (QCM).

Se han desarrollado diversas estrategias de iniemitn de aptameros, que

dependen de la composicion quimica de la superfeipresencia de grupos de anclaje
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en los aptameros y la quimica utilizada para diemzlaje. A continuacion se

describiran los méas utilizados.

1.4.1.1. Oro

El primer aptasensor sobre oro fue reportado er2®20@icho metal resulta
estable al aire y comercialmente disponible, coinasfy/o particulas. EI método mas
utilizado para la inmovilizacion de los aptameroBre superficies de oro es a través de
interacciones S-Ali, de forma similar a la formacién de monocapasengambladas
de alcanotioles (SAM&). En este caso se utilizan aptameros funcionalizaelo los
cuales se introduce quimicamente la modificacidlidisulfuro en los extremos de los
mismos. Dichos aptameros modificados se quimisoregpontaneamente sobre la
superficie de oro. Esta estrategia de inmovilizacé ADN ha sido usada por Tafov
y otrod® que han estudiado el efecto de la densidad scipéry de las uniones no
especificas en funcion de ciertos pardmetros asitic

Una alternativa atractiva consiste en el empleardgrupo fosforotioato (Ts), en
el cual uno de los oxigenos no enlazados del fesdtat se reemplaza por un azufre
(ver Figura 1-10. Dicho grupo, ademéas de ser mas econdémico, ofites ventajas
frente al grupo tiol, como el poder ser introducido cualquier posicion de la
secuenciy. El mismo puede ser obtenido en fase soélida usardeeactivo de
Beaucag®.

La inmovilizacion de los aptameros sobre oro tamBi puede lograr a través de
interacciones especificas aprovechando la formacd®l complejo biotina-
estreptavidina/avidina/neutravidina (constante fiddad, Ka = 10 M)®. Esta técnica
presenta la ventaja del control en la orientaciérlad moléculas inmovilizadas. Fu y
colaboradore® inmovilizaron el aptdmero contra IgE modificadoncbiotina en el
extremo 5. Se emplearon superficies de oro deguaest sobre un cristal de cuarzo, las
que fueron previamente activadas conNei(ccinimidil)-3,3'-ditiodipropionato y

avidina.

1.4.1.2. Nanotubos de carbono (NTC)

La inmovilizacion de aptameros en NTC generalmantelucra la modificacion

de los mismos antes del anclaje del aptamero agarficie. La inmovilizacion de
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aptameros sobre las paredes de NTC, demostradsigeitashi y colaboradorésse
logré utilizando dimetilformamida (DMF) comlinker. Los aptameros contra IgE se
acoplaron luego covalentemente a través del gropnocapresente en el extremo 5’ de
los mismos. Merkoci y colaboradotégesarrollaron un aptasensor para la deteccién de
trombina inmovilizando el aptamero sobre NTC maltgd soportados sobre
electrotransductores de carbdn serigrafiados. Einagro modificado con un grupo
amino en el extremo 5’ se inmoviliz6 sobre las sligies de los NTC a través de la

activacion con una carbodiimida.

1.4.1.3. Otros

El primer trabajo de inmovilizacion de aptdmerobreaun sustrato de vidrio fue
reportado por Hieftie y colaboradotésn 1998, donde inmovilizaron el aptamero
contra trombina modificado con un grupo amino eaxétemo 3’, utilizando el anclaje
covalente a la superficie de vidrio a través dggsumidazoles. Recientemente, Gaub
y colaboradoré® llevaron adelante la inmovilizacién de un aptamssbre un sustrato
de vidrio y polidimetilsiloxano, a través de esturas de ADNs, utilizando grupos

aldehidos.

1.4.2. Transduccion

Cuando los aptameros interactian contargets generan un complejo aptdmero-
target con una conformacion tridimensional especifica. &@eerdo a la posicion
espacial relativa entre &hrgety el aptamero en el complejo formado, tasgetsse
pueden dividir en dos grupos: grupo integradmijedded groypo grupo de unidn
externa Qutside-binding group Los ligandos que pertenecen al primer grupo se
localizan dentro de un bolsillo pequefio de unidmtmo por una secuencia especial de
oligonucleotidos en el aptamero. Las moléculas e@as, tales como el adenosin
trifosfato (ATPY°, cocain® y teofilina@’, son targets tipicos que pertenecen a este
grupo. Las biomacromoléculas, tipicamente l@sgets proteicos, que poseen
estructuras espaciales complejas y de alto pesecnlal, pertenecen al grupo de unién
externa. Algunas proteinas, como la trombina, tiem&s de un sitio de union al

aptamer®®, lo cual ofrece diversos disefios en las estratetgiasensado.
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Se han reportado diferentes trabajos vinculados [@onconstruccion de
aptasensores. Dichos dispositivos se basan ensds/enetodologias de transduccion,
incluyendo aptasensores electroquimicos, Opticusst&os, etc. El punto principal en
el desarrollo de los mismos es producir una sefalilsie a partir de la interaccion
aptameradarget Basado en estas consideraciones generales, Zbalaboradores han
dividido las estrategias en cuatro tipos diferefites

I. Target-induced structure switchif@ISS)
ii. Sandwicho sandwich-like
iii. Target-induced dissociatiamdisplacemen{TID)

iv. Competitive replacement

1.4.2.1. Aptasensores basados en el tip@arget-induced structure
switching (TISS)

En este caso, etarget se une directamente al aptdmero, junto con el
correspondiente cambio conformacional del aptamel® una conformacion
desestructurada a un patrén especifico, lo queecoestemente lleva a cambios
detectables que incluyen:

(@) La posicion, cantidad o estado de los marcadoree ge unen
covalentemente al extremo del aptamero o se adsadiwe el aptamero por fuerzas
electrostaticas, detacking puentes de hidrégeno, etc.

(b) ElI tamafio o la masa del aptamero, que acompafa farfeacion del
complejo aptamertarget

(c) Otras propiedades de los aptameros, tales comaplacitlad de estabilizar
nanoparticulas de oro (AuNPSs), etc.

El disefio de tipo TISS se adapta a ambos grupdargets Se han reportado
diversos aptasensores del tipo TISS, tales comaptsmer beacoris y los target-

responsive electrochemical aptamer sWwiEREAS)®.

1.4.2.1.1. Aptasensores del tipo TISS con transduéno

electroquimica

La transduccion electroquimica es muy frecuentaepgasensores para determinar

contaminantes en alimentos y medio ambiente yadigleos sensores son faciles de

43



Capitulo 1 Introduccion

usar, rapidos, sensibles, econdmicos y se puedeiatarizar, por lo tanto, proveen
dispositivos para el monitorda situ'®. Incluyen una variedad de técnicas, como la
voltametria, la amperometria y la espectroscopiainf@edancia, que pueden ser
elegidas dependiendo de la aplicacion especifopzerala.

En el caso de los aptasensores electroquimicospdeTISS, luego de la union
del target al aptdmero inmovilizado en la superficie de uectbdo, los aptameros
cambian de una conformacién flexiblarfdom-coi) a una estructura terciaria rigida.
Dicho cambio conformacional puede modificar la pdsi relativa con respecto a la
superficie del electrodo, de marcadores redox (deuhetileno (MB), Ferroceno (Fc),
etc.) que estan unidos covalentemente al extrefraptiemero, generando un cambio en
la sefial electroquimica de los mismos. Pueden sktigb signal-ort® donde el
cambio conformacional acerca el marcador redox sujeerficie del electrodd-{gura
1-129 o signal-off donde se evidencia una disminucién de la se@atrequimica al
alejarse el marcador redox de la superficie defteldo Eigura 1-121).

€)) ® Marcador redox

eT off

* .
(b)
H—'\\ET on eT off &
u = {
Figura 1-12.Aptasensor electroquimico de tipo TISSg@hal-on(b) signal-oft

Gothelf y colaboradoré® inmovilizaron covalentemente el aptamero contra
teofilina modificado con Fc sobre un electrodo de. &n ausencia de teofilina el
aptamero esta en una conformacion flexible, y eddistante del electrodo, de forma tal
que la transferencia de carga (eT) es minima. Esepcia de teofilina, el aptamero se
pliega en una estructura del tipairpin, y dicho cambio conformacional aumenta la

eficiencia de la eT entre el Fc y la superficiealettrodo.
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En el campo de la deteccion de productos fitosanétale interés ambiental, Zhao
y colaboradoré8* desarrollaron un aptasensor electroquimico de Ti®S para
acetamiprida, un insecticida de la familia de l@omcotinoides. Para aumentar la
sensibilidad del aptasensor, se electrodeposit#0NPs en la superficie de un
electrodo de oro. Dicho sistema se utilizO comaatema para la inmovilizacion del
aptdmero. Con el agregado thaiget, la formacion del complejo aptamero-acetamiprida
resulta en un aumento de la resistencia a la geersfia de carga (R dependiente de
la concentracion detarget lo cual puede ser detectado por espectroscopia de
impedancia electroquimicaFigura 1-13. Se informé un rango lineal para la

cuantificacién de 5 nM a 600 nM con un limite déedeién de 1 nM.

S¢S $S ¢
I 333 O 2 P 05

Deposicion Inmovilizacién Bloquec Deteccion

E 1 £ E | £
= 5 1 £ ., 51 5
S S | = I 7 -7
A M N Y ~" &
~ {
| R i = e k
Z'/ohm Z’/ohm AL Z'fohm Z'lohm
FAYAYA e &

| ]
AuNPS  Aptamerc

6-mercaptohexan Acetamiprida

Figura 1-13.Aptasensor electroquimico de tipo TISS para adetaha desarrollado por Zhao y
colaboradore8’y respuesta tipica por espectroscopia de impedaletiroquimica para las diferentes

etapas de su construccion y uso.

Plaxco y colaborador&S pusieron a punto un aptasensor para trombinaariifio
un aptadmero marcado con MB. Antes del reconocimidettarget, el marcador redox
puede transferir electrones a la superficie detteldo debido a la conformacion
flexible del aptamero. Sin embargo, una vez querdmbina es capturada por el
aptamero, el MB se mantiene alejado de la superélei electrodo, resultando en una
disminucioén de la sefal electroquimica.

Los aptasensores de tipmnal-onproducen una sefial positiva, lo cual amplia el

rango de deteccién. Sin embargo, la flexibilidadateaptameros inmovilizados en la
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superficie de un electrodo puede generar sefaldsase lfackgroundl y afectar la
reproducibilidad de los mismos. Para evitar dichabfema, el aptamero inmovilizado
se puede hibridizar con su secuencia complemerftan@ando secuencias de ARN

De esta forma se minimiza la eT en ausencidaigét ya que el aptamero se encuentra
en una estructura rigida, alejando el marcadorxrel@ola superficie del electrodo. En
presencia defarget, la secuencia complementaria se libera y el aptar@mbia a la
estructura terciaria rigida unidatatget acercando, en general, el marcador redox a la
superficie del electrodo. Esta estrategia de sensacdtonoce como TREAGiQura 1-

14).

Figura 1-14.Aptasensor electroquimico de tipo TREAS.

Fan y colaboradoré¥desarrollaron un aptasensor de tipo TRE#ghal-onpara
detectar ATP con alta sensibilidad y selectividiainovilizaron el aptamero, en su
forma de ADNs, doblemente marcado con un grupo tiol en el exdr8’ y un Fc en el
5’, sobre superficies de oro. El Fc se encuene@madd de la superficie del electrodo
(aproximadamente 10 nm) y por lo tanto no pueder¢ambiar electrones
eficientemente con la superficie de oro. En prasete ATP, se estabiliza la estructura
terciaria del aptamero, la cual deshibridiza el ADNiberando la secuencia
complementaria. Como consecuencia, el Fc se a@erea superficie del electrodo
generando una sefal electroquimica medible (eT Bm)ese caso, el disefio de la
secuencia complementaria es importante. La comstintisociacién del aptamero y su
secuencia complementaria, junto con la constantdisteciacion del aptamero y su

target influyen marcadamente en el desempefio de dightasensores.
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1.4.2.1.2. Aptasensores del tipo TISS con transduén optica

Los aptdmeros han sido ampliamente utilizados coslementos de
reconocimiento en aptasensores oOpticos, tanto sanss con marcacion como en
aquellos libres de marcdabel-freg. Las técnicas mas usadas son fluorescencia y
colorimetria (UV-vis).

En los aptamer beacor®’ se acoplan en los extremos de la secuencia del

197 o de su secuencia complementaffigira 1-155'%, un

aptamero Figura 1-1539
fluoréforo (F) que puede generar una sefal fluemtecdetectable y uguencher(Q)
gue puede inhibir dicha sefal. La posicion relatieh F y del Q, que determina la
intensidad de la sefial, se relaciona con la preselettarget y por lo tanto, con la

conformacién del aptamef®.

(@) Aptamerg———_ %)

o7 N\ g 9
—_—

3 LT N J/;I g .G:E:
Aptamero |::ll . _C}_[@
Qi P o

Secuencia complementaria

(b)

Figura 1-15. Aptamer beacon®) Con la secuencia del aptamero modificddaCon la secuencia del

aptamero y la secuencia complementaria modifidaduoréforo; Q: quencher.

Zeng y colaboradoré¥ desarrollaron una plataforma de sensado para la
deteccion de la micotoxina ocratoxina A. En auseneltarget, el aptamero marcado
con fluoresceina se hibridiza con una secuencigplmnentaria que contiene un Q.
Dicha hibridizacion acerca el Q a la fluoresceimar (Figura 1-150. Luego del
agregado de la ocratoxina A, se produce un cambidoomacional que libera la
secuencia que contiene al Q, generando una aundenia sefial de fluorescencia
(signal-or). Ademéas de la facilidad de marcacion de los &cigwicleicos con
fluoréforos, la deteccion fluorescente es muy zdiia debido a su potencial uso en
tiempo real. Landry y colaboradofésonstruyeron uraptamer beaconutilizando el

aptamero contra cocaina. En ausencia del targetyadl Q se ubican alejados entre si.
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El reconocimiento de la cocaina induce un reordésram estructural del aptamero que
implica el acercamiento de los extremos del mismpoy lo tanto, generando una
disminucion de la sefiasignal-of).

Los ensayos colorimétricos son otra técnica decdigte Optica comunmente
utilizada. En los dltimos afios, las AuNPs se halizado ampliamente debido a los
cambios espectroscépicos que se evidencian du@atgregacion o dispersion de las
mismas inducida por la presencia tiiget Wang y colaborador&s prepararon un
aptasensor que traslada el evento de reconocimimhtarget (ATP) a un proceso de
deshibridizacion de la secuencia de ARFrmada por el aptdmero y una secuencia
complementaria. Dicho proceso puede ser detectamo AUNPsS en un ensayo
colorimétrico Figura 1-16. En ausencia de ATP, las AuNPs no se estabilmaria
estructura rigida del AD§ por lo tanto, los autores sugieren que en présetecsal,
las mismas pueden agregarse (azul). En presentitardet la union del mismo al
aptdmero induce un cambio estructural, liberandgetauencia complementaria en una
conformacion random-coil Las AuNPs son estabilizadas por la secuencia,libr

mostrando una resistencia a la agregacion en piasgs sal (rojo).
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Figura 1-16.Aptasensor de tipo TISS con deteccién colorimépima ATP,

Zhao y colaboradoré¥ desarrollaron un aptasensor colorimétrico del fi®S
para acetamiprida. De la misma forma que en el aatarior, el aptasensor se baso6 en

el cambio de color inducido por la presencia tieet que se logra durante la

48



Capitulo 1 Introduccion

agregacion de AuNPg$igura 1-17. Se logré detectar acetamiprida en el rango linea

de 75 nM a 7,%M con un limite de deteccion de 5 nM.

s o B \j ‘,\’ \,\ (%] Q O NaCl 0 Q
5 Y - s 3 ' N
Aptamero ¢ AuNPs O | O
Blanco
* AN & o o & Q K NacCl %/
k —— ; . .. IS o — FC &,
* Aptamero » AuUNPs © % O ! &

Acetamiprida
Figura 1-17.Aptasensor colorimétrico de tipo TISS para acetadap™
1.4.2.1.3. Aptasensores del tipo TISS con transduén acustica

Frecuentemente las técnicas sensibles a cambiosske incluyen dispositivos de
SPR, de microbalanza de cuarzo (QCM) y de ondaieatsiperficial*®

En el caso de SPR, se inmoviliza el aptamero saparficie de urchip metéalico
y se inyecta la solucién dehrget a flujo constante. El instrumento monitorea los
cambios en el angulo de resonancia que ocurrem eiderficie dethip cuando el
target en solucion se une al aptamero inmovilizado. Lidakes proporcional a las
moléculas unidas y se mide en unidades de res@ndmms moléculas pequefias son
dificiles de detectar usando SPR convencional ya ejucambio en el indice de
refraccion debido a la unién de las mismas es génente pequefio. De forma tal de
extender la aplicacidon de los aptasensores cooda@tepor SPR a moléculas pequefias,
Wang y Zhot** combinaron las ventajas de los aptameros con ettefde
amplificacion que producen las AuNPs para diseflapptasensor de tipo TISS para
adenosinaKigura 1-18.

El aptamero se inmovilizé en el film de oro, pundie posteriormente hibridizar
con la secuencia complementaria marcada con AuBieko proceso generdé un gran
aumento en la sefial de SPR. Sin embargo, el api&aebio su estructura de Ald
una estructura terciaria en presencia de adengsirggef), inhibiéndose la capacidad de
hibridizar con la secuencia marcada con AuNPs.I¢tanto, el cambio en la sefial de
SPR resultante del proceso de hibridizacion entep&mero y la secuencia marcada

disminuyo6 6ignal-of) con el aumento de la cantidad de aptdmeros gseepodicha
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estructura terciaria. Este valor fue proporcian#é concentracion de adenosina (1 nM
a 1uM).
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Figura 1-18.Aptasensor de tipo TISS con deteccién por SPRra#fsalo por Wang y Zhdu.

En el caso de la técnica de QCM, se inmoviliza pgthmero sobre un metal
depositado sobre la superficie de un material gléntrico como el cuarzd-igura 1-
19). La frecuencia del sistema se mide en tiempo, rgake puede seguir el
reconocimiento mientras ocurre. El aumento en lsantemo resultado de la unién del
target al aptdmero inmovilizado genera una disminucién lanfrecuencia de

resonancid®.
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Figura 1-19.Aptasensor acustico.
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Ban y colaboradoré¥ pusieron a punto un aptasensor del tipo TISS getectar
el interferon gamma (IFN}, un marcador selectivo para la tuberculosis, eamdo
espectroscopia de impedancia electroquimica y Q@iando un aptamero tanto en
base ADN como ARN. Los resultados mostraron quetala aptamérica de ARN pudo
detectar hasta 100 fM digrget mientras que en base ADN, 1 pM.

1.4.2.2. Aptasensores basados en el tipandwicho sandwich-like

Como su nombre lo indica, este tipo de aptasensmmesisten en al menos tres
partes: “una pieza de jamon” entre “dos piezas ate”p Algunostargets proteicos,
como la trombina y el PDGF, tienen dos sitios démuno cual les da la capacidad de
unirse a dos moléculas de reconocimiento y fornmaicamplejo del tiposandwich
Como estas proteinas se pueden unir tanto a agsno&mo a anticuerpos, las
estructurassandwich tienen tres formatos diferentes: aptamero-proteptamero,
aptamero-proteina-anticuerpo y anticuerpo-protairtasuerpo. Los dos primeros
fueron ampliamente utilizados en el disefio de db®m@ptasensores con transduccion
electroquimica. Li y colaboradoré§desarrollaron un aptasensor electroquimico para la
deteccion del PDGF usando una estructura des@palwichy la amplificacion de la
sefal con AuNPgHgura 1-20.
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| Electrodo de A
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Figura 1-20.Aptasensor electroquimico de tipandwichdesarrollado por Li y colaboradot®s
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Se inmovilizo el aptamero sobre la superficie detteodo usando la interaccion
S-Au. En presencia déhrget, el mismo resulta capturado en la superficie fomhoael
complejo con el aptamero. Luego otra secuenciap&imero modificada con AuNPs
que estan cargadas negativamente, reconotargdt y se unen a la superficie del
electrodo formando una estructursandwich Por dltimo, la sonda cargada
positivamente [Ru(NHeCI]™?, queda retenida sobre dicha estructura a través de
interacciones electrostaticas. La sefial electrogaimbtenida resulté directamente
proporcional a la concentracion de PDGF.

Como el disefio del tipgsandwichrequiere que etarget se una a dos sitios,
dificilmente puede ser aplicado con tasgetsperteneciente al grupo integrado, esto es,
con las moléculas pequefas. Un Unico aptamerajidovien dos fragmentos, presenta
un equilibrio entre sus dos partes disociadas gamplejo asociado y plegado. Si el
target se une al complejo con gran afinidad, la presedel mismo favorece el
equilibrio hacia la formacién de dicho complefagura 1-21), creando un ensayo de
tipo sandwichcon las dos mitades del aptamero. Plaxco y ccéalooes'® probaron un
ensayo electroquimico de tigandwichdividiendo la secuencia aptamérica en dos
fragmentos, uno de los cuales se inmovilizé sabiperficie de un electrodo de oro y
el otro se modificO con MB. La presencia datget (cocaina o ATP) indujo la
asociacion de los dos fragmentos y generd un auntlenta concentraciéon de MB en la
superficie del electrodo, la cual se cuantifico poitametria. Lo importante a tener en
cuenta en este tipo de aptasensores es que elsittorte en el aptamero debe ser
seleccionado haciendo una evaluacion de la esteudecundaria predicha para el

mismo, de forma tal de asegurar que el corte edegidmpida la unién dearget

Figura 1-21.Aptasensor electroquimico de tipandwichdesarrollado por Plaxco y colaboraddtés
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1.4.2.3. Aptasensores basados en el tiparget-induced dissociatioro

displacemen(TID)

Tanto los aptasensores del tipo TISS como lospdeséindwichimplican ensayos
dependientes de la estructura. La construccionicteosl aptasensores depende de la
conformacion especial de los aptameros o de laiatgta del complejo aptamero-
target Ademas, en el caso de que la transduccion seagjaimica, implican la union
del target con el aptdmero en la superficie de un electrddogcual resulta otra
desventaja para la generalizacion del aptasensor.

Se ha planteado una estrategia independienteastriactura, dentro de la cual se
incluyen los aptasensores del tipo TID. En este tlp aptasensores, las secuencias
complementarias al aptamero, en vez del aptamesd, e utilizan como anclajes para
localizar al aptamero. Luego de la incubacion dotarget, el complejo se libera a la
solucidn, lo cual lleva a cambios en una sefialctiabée.

Mao y colaboradoré®’ han reportado un aptasensor para la deteccionTde A
utilizando la secuencia complementaria del aptdmetocual estaria exento del
problema de union alarget La secuencia complementaria se modifica en ambos
extremos, con un marcador redox (Fc) y con un gdepanclaje a la superficie de oro
(grupo tiol). Dicha secuencia se hibridiza conphenero para formar una estructura de

ADNys que se inmoviliza sobre la superficie del eleatr@feigura 1-22).
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Figura 1-22.Aptasensor electroquimico de tipo TIfignal-ondesarrollado poMao y

colaboradores®.
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En presencia de ATPtafge), el aptamero se disocia de su secuencia
complementaria hacia la solucion, dejando la segaale ADNscomplementaria sobre
la superficie del electrodo. Esta secuencia, pusmtlepresencia de cationes Mg
plegarse en una estructurairpin, acercando el Fc a la superficie del electraign@l-
on).

Yu y colaboradoréd® desarrollaron una estrategia mas general paranelinta
dependencia de la estructura de la secuencia coraptaria del aptdmero. Trabajando
con adenosina contarget modelo, prepararon un sustrato usando un electteduwro
modificado con una SAM de 1,6-dimercaptohexano taddita el ensamblado de
AuNPs, sobre las cuales se inmoviliza la secuecmmplementaria del aptamero. Se
hibridiza dicha secuencia con el aptamero, formama® estructura de ADNen la
superficie. La interaccion con el target desplazalaa secuencia aptamérica,
disminuyendo la cantidad de ARQNy por lo tanto, disminuyendo la cantidad de
marcador redox (MB), intercalado en dicha estractie doble hélice. Otro aptasensor
electroquimico para adenosina con una estrategigasifue desarrollado por Shen y
colaboradoréé’. La desventaja de dichas estrategias es que $dipasignal-off lo
cual puede verse afectado por falsos positivos.

Li y colaboradore'$? construyeron un aptasensor electroquimico paraderfpo
TID con una estrategiaignal-on mas novedosa y potencialmente generalizable. El
principio de funcionamiento se basa en que laact@én entre elargety el aptamero
puede inducir la formacion y posterior disociacd®l complejotargetaptamero de la
superficie de un electrodo, y consecuentementsedaencia de ADN que permanece
inmovilizada sobre el electrodo puede hibridizansevamente con una secuencia de

ADN conjugada con un marcador redé&xgura 1-23.
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Figura 1-23.Aptasensor electroquimico de tipo TIfignal-ondesarrollado por Liy

colaboradore$?

54



Capitulo 1 Introduccion

Esta estrategia del tipo TID presenta la ventajaladendependencia de la
estructura tanto del aptdmero como de su secuenciplementaria; adicionalmente, no
es necesario introducir el marcador redox en ehmapto, lo cual podria afectar la

interaccion con darget

1.4.2.4. Aptasensores basados en el tipongpetitive replacement

Como los aptameros tienen caracteristicas similaréss anticuerpos, algunos
meétodos utilizados en los anticuerpos se puederapotér a los aptameros. Por
ejemplo, la mayoria de los inmunoensayos para miBigpequefias son ensayos del
tipo competitivos basados en el reemplazo de arfos unidos a una superficie por el
target en solucion. Este tipo de reemplazo se puedeaapiicensayos basados en
aptameros.

En los aptasensores de tipmnpetitive replacementse deben sintetizar
anticipadamente las moléculas tdeget modificadas que generaran la sefal. Para ello,
se inmoviliza el aptamero y se incuba cotaefjet modificado. Luego, se procede a la
competencia ddglarget no marcado presente en la muestra por el aptamesafando
en un desplazamiento de&rget marcado, lo que es cuantificado. Tufion-Blanco y
colaboradore$® han aplicado este tipo de aptasensores en lacifetede la pequefia
molécula Neomycina B por espectroscopia de impéada@daicaKigura 1-24.
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Figura 1-24.Aptasensor de tipootnpetitive replacemenlesarrollado pofufién-Blanco y

colaboradore$®
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El targetfue inmovilizado en una SAM de acido 3-mercaptpgoico (3-MPA)
sobre electrodos de oro utilizando una activac@muna carbodiimida. El aptamero se
inmovilizé por afinidad atarget sobre la superficie. Esta estrategia se prefigaté a
la inmovilizacion directa al electrodo para magpdfi el cambio en la impedancia

asociado al desplazamiento del aptamero p@argéten solucion.
1.4.3. Factores que afectan el desempefio de losasginsores
1.4.3.1. Uso ddinker y del separador

La inmovilizacion de los aptdmeros a un determinadporte solido afecta la
afinidad, la sensibilidad del reconocimiento y édestividad de estos ligandos. Por lo
tanto, la técnica utilizada y la calidad de la imifipacion se deben considerar
cuidadosamente a la hora de disefiar un aptaselsorécnica de inmovilizacion
superficial es generalmente dependiente de losogriymcionales (tiol, amino, biotina)
gue pueda tener el aptdmero. La inmovilizacién deda interaccion avidina-biotina
provee una mejor sensibilidad en comparacion corguanisorcion debido a la
presencia de ufinker. El linker que conecta el grupo funcional al aptdmero sezatil
para favorecer el facil acceso tigetal sitio de unién en el aptamé&to

El uso de unlinker o el agregado de una “cola” entre el sitio de mnydel
aptamero pueden ayudar a mejorar el desempefio efeors aportando cierta
flexibilidad a la molécula.

Por otro lado, luego de la inmovilizacion se suelizar un tratamiento con un
separador para remover y/o eliminar las intera@sanespecificas entre los nitrégenos
de las bases de la secuencia del aptamero y |disigde oro Figura 1-25%2

Los perfiles de concentracion determinados poectflidad de neutrones indican
gue las capas adsorbidas de ADiodificadas con un grupo tiol sobre una superficie
de oro son compactas, sugiriendo la presencia déphes contactos entre cada
secuencia de ADN vy la superfit?® Luego del tratamiento con un mercaptoalcano de
cadena corta con un grupo oxhidrilo terminal, elM\Dse levanta” y se extiende
alejandose de la superficie. Estos cambios sonistentes con la idea de que el ADN
gueda anclado a través del grupo tiol, mientrasejumntacto entre el esqueleto del

mismo Y la superficie se evita por la formaciériamonocapa de alcanotiol.
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Figura 1-25.Efecto del separador en la inmovilizacién de &idacleicos.

La concentracion del aptamero usada en la inmavilim también es un
parametro importante que afecta el desempefio dekeysor. Una concentracion
elevada de aptamero puede causar un impedimeicestn la superficie. Mascini y
colaboradoré$* evaluaron la influencia del pre-tratamiento y dedncentracion (0,1
UM — 1 uM) del aptdmero en la sensibilidad, linealidad groglucibilidad de un sensor
usando trombina como sistema modelo. Un tratamigmoico previo del aptamero
calentandolo a 95°C por 1 minuto, seguido de urianiento en hielo por 10 minutos,
aseguré6 un correcto plegamiento del mismo y comsgemente facilitd el
acercamiento de la marca de biotina presente extremo 5’ a la superficie del sensor

modificada con estreptavidina.
1.4.3.2. Regeneracion superficial

La rapidez de los equilibrios de desnaturalizacgmaturalizacion en los
aptameros permite la regeneracion de la suped@isensor. La ventaja crucial es que
se puede remover #&rget sin degradar las propiedades del aptamero. La@sragpos
que requieren MG para adquirir su estructura terciaria pueden sgemerados
efectivamente lavando la superficie con EDTA, aldisocia ekargef?. También se

pueden utilizar soluciones acidas sin observarig@meh la sensibilidad del sensor. Radi
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y colaboradoré® utilizaron una solucién 1 M de HCI para removetaatrombina
(targed del complejo con el aptdmero sin afectar la eficia de union y pudo ser re-
utilizado 25 veces. Alternativamente, el aptasepsoa trombina descripto por Mascini
y colaboradoré$” fue regenerado con un tratamiento con una sol&Mnde NaCl por

1 minuto y pudo ser utilizado hasta 20 veces sidiga de su eficiencia.
1.4.3.3. Condiciones fisicoquimicas éptimas

El pH del medio de sensado también juega un pagabrtante en el desempefio
analitico del aptasensor. Diferentes aptasenseesaren diferentes condiciones de
unién. El trabajo reportado por O’'Sullivan y coladore$® estudié el efecto del pH
en la capacidad de reconocimiento de la trombiaad®s pHs que van desde 4,7 a 8,5.
Bajo condiciones de pH mas extremas, se obtuviaeiiales bajas y un alto
backgrounddebido a la desnaturalizacién del aptamero. Ussmabién a la trombina
como sistema modelo, Hiankik y colaborad&f®encontraron que el pH éptimo para
una maxima respuesta del sensor es 7,5, debidectd ue tiene el pH en la estructura
del sitio de union del aptamero.

La fuerza idGnica es otro parametro que afecta f#mpefio del aptasensor, por lo
cual diferentes cationes pueden tener un efectbiésador sobre algunas estructuras
terciarias. La presencia de cationes péra mantener la integridad estructural en el
aptasensor de trombina, so6lo es necesaria bajactmmes no Optimas tales como una
alta temperatuf®. Para evaluar la influencia de la fuerza i6nical@runion del
aptamero de trombina, Hianik y colaborad&fedlevaron adelante un experimento
usando MB en diferentes concentraciones de Na@hndo desde 0 mM a 500 mM.
Los resultados mostraron que un aumento en la ntlacen de NaCl desde 140 mM a
500 mM disminuye la sensibilidad del sensor ya @lieccompensarse las cargas
negativas del ADN se forma una estructura muy darcionde el MB no puede unirse.
La agregacion de la trombina a altas concentrasiche cationes Natambién

contribuye bajando la afinidad al aptamero.
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1.5. Targets moléculas organicas pequefas

1.5.1. Sistema modelo: ATP

El ATP, como el adenosin monofosfato (AMP) y larami#na, se clasifican como
targets integrados, ya que cuando interactian con el aptamarespondienté se
localizan dentro de un bolsillo pequefio de unidxisten estudios estructurales por
RMN del complejo AMP-aptamero en base ADN, a paitrlos cuales se obtuvo
informacion de la estructura terciariidura 1-269 y del reconocimiento molecular en

solucion®.

(b) 7 8
6 G-G_ o
5 G G\ 10 13
1 2 3 4G’ A~1112A
A-C-C-T G-T "'~
o 0 0 O o e L
cC-G._"~
21_2%_2?_2"5"6\ G 17 16 Tis
0z ) 18
2 "G-A 1
21 20

Figura 1-26.Aptamero de ATP/AMP/adenosin@) Estructura terciaria (1aw#). (b) Secuencia y tipos
de apareamiento.

En la estructura terciaria del aptamero se puedserear zonas de ARNy
ADNys Este tipo de estructuras se conocen cetamloop(ver Figura 1-8. Se puede
dividir la estructura en cuatro zonas:

1) Steml: ADNgys.
2) Loop interno simétrico: zona de ARQNica en G, donde no hay apareamiento

de bases.
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3) Stem2: ADNgs

4) Hairpin Loop zona de ADN;donde no hay apareamiento de bases.

Como se puede observar erFigura 1-26h hay una zona de interacciones de tipo
Watson-Crick {) y otra zona mixtae(.

En la estructura secundaria para el complejo AMBrapro determinada por
RMN en solucion Figura 1-279 se puede observar una zona predominantemente de
interacciones Watson-Crick®)( pares demismatchsGeG (interacciones de tipo
Hoogsteen rever$ey GeA y dos sitios de reconocimiente 8MP no equivalentes (A
y Ay). La hélice esta desenrollada en los sitios dérudel AMP e inclinada hacia la
gruta mayor centrada sobre las moléculas de AMBagniAdemas, los residuos G19 y
A20 son aproximadamente coplanares, como tambi&orolos residuos G6 y G7,
resultando en la formacion de dos plataformas de brases mutuamente apiladas
(G8G19)-A20 y (G22G6)-G7. Esta arquitectura unica de plataforma ek liases esta
asociada con una gruta menor rectangular exparglidafunciona como bolsillo de

unidn capaz de acomodar dos moléculas de AMP andigsc€igura 1-271).

(@) (b)

Figura 1-27.Complejo AMP A)-aptamero(a) Estructura secundaria determinada por RMN en siiuci
(b) Representacién de cintas de la estructura en solugl esqueleto de ADN se representa como cintas;

y las bases y pares de bases como segmentosicidgdEl bolsillo de unién se muestra en violeta.
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1.5.2. Productos fitosanitarios de interés ambienkaplaguicidas

Dentro de las moléculas organicas pequefias deésntambiental se encuentran
los plaguicidas. Se los puede definir como el amigjude las sustancias quimicas
empleadas por el hombre para controlar o combkgiimas seres vivos considerados
como plagas. Se entiende por plaga: insectos, aml@ajaros, mamiferos, moluscos,
peces 0 microbios que compiten con los humanosqearseguir alimento, destruyendo
la propiedad o propagando enfermedades. Los pldgsicno son necesariamente
venenos, pero pueden ser téxicos para los humaoiwesianimale$®

Las principales caracteristicas de un plaguicidalidon:

v’ Alta especificidad: el producto solo afecta al oigmo al que dafia,
dejando indemne al resto de los seres vivos y dlaranbiente.

v Baja toxicidad en humanos: el producto revisteiaggo bajo para su uso
tanto para el caso de intoxicaciones agudas come ggosiciones cronicas a bajas
dosis.

v Baja toxicidad para el resto de la fauna: se copl@rhabitualmente su
toxicidad para la fauna dulciacuicola y la faunbnimadora (abejas).

v' Baja dosis letal: el plaguicida es efectivo congpoantidad.

v' Bajo costo: el producto tiene que ser de bajo costo

v De caracteristica latente: el plaguicida permaratel lugar durante un
periodo de tiempo suficiente para interactuar yamatla poblacién constituyente de la
plaga a combatir.

v No persistente ni acumulable: debe degradarse reupir subproductos
toxicos, es decir no ser persistente ni acumulanskos tejidos de los animales de las
diferentes cadenas troficas tras haber actuado.

Segun su constitucion quimica, los plaguicidas poedasificarse en varios
grupos, los mas importantes son:

»  Carbamatos.

Organoclorados.
Organofosforados.

Piretroides.

Y V V V

Neonicotinoides.
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1.5.2.1. Piretroides

Los piretroides son compuestos con actividad ingdat que se aplican a
cosechas, plantas de jardin y animales domést®ms. sustancias quimicas que se
obtienen por sintesis y poseen una estructura rargcigla a sus analogos naturales, las
piretrinas Figura 1-28§.

Desde los comienzos de los afios 70, cuando sdizintd primer piretroide
fotosensible, se han descubierto muchos otros. piegroides como la permetrina,
cipermetrina, deltametrina y ciflutrina estan derde los insecticidas mas usados como
consecuencia de su alta selectividad y debido asgueefectivos para un amplio
espectro de plagas econémicamente importatteSu uso se ha ido ampliando debido
a la alta residualidad, bioacumulacion y carcinegéen de los plaguicidas
organoclorados, como asi también, al alto efectdicdd de los carbamatos y
organofosforados en organismos noplaga y en massiféios piretroides, en cambio,
no poseen estas desventajas y debido a las bajgdackes de producto necesarias para

combatir las plagas, su costo operativo resultzemiente.

HsC CHg HyC CHy z
H3C, 25 w .Kl, o /@
”/ ’ >: ”/ o]
R o X o Y
Piretroides
Cipermetrina: W=X=Cl;Y=CN;Z=H
Piretrinas Deltametrina: W =X=Br; Y=CN;Z=H
R = CH,; CO,CH;, Permetrina: W=X=Cl;Y=H;Z=H

Ciflutrina: W=X=Cl;Y=CN;Z=F

Figura 1.28.Familia de las piretrinas y piretroides.

La contaminacion de los ecosistemas acuaticosrgstees con estos insecticidas
esta4 fundamentalmente asociada a su utilizacidlaspracticas agricol®8. Ademas
permanecen durante mas tiempo en el medio ambigrgdas piretrinas, ya que la
modificacion quimica en su estructura los hace eséables frente a la fotodegradacion

y al caloP® También resultan muy utilizados en el combateahefip de los mosquitos.
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Sus cualidades en este ultimo campo, son su altert volteo y su baja accion en los
mamiferos.

Los piretroides se absorben por piel, por inhalagipor el tracto gastrointestinal.
Producen neurotoxicidad bloqueando los canale®die § potasio de la membrana de
las neuronas en mamiferos e inseBtodlgunos piretroides afectan el sistema nervioso
periférico, mientras que otros atacan el sistenmgiosd central. La exposicion breve a
niveles muy altos de estos compuestos en el aseglimentos o el agua puede causar
mareo, dolor de cabeza, nausea, espasmos musciddteesle energia, alteraciones de
la conciencia, convulsiones y pérdida del conoaitoie Luego de la absorcion, son
rapidamente metabolizados en animales de sangeateapor hidrélisis del enlace éster
o por oxidacién, transformandose en acidos cargosgilparcialmente conjugados, que
se eliminan en orina.

Estos compuestos entran al ambiente principalmdet@do a su uso como
insecticidas. En el aire son degradados rapidananmte-2 dias por la luz o por otros
compuestos que se encuentran en la atmésfera. daupbeden adsorberse fuertemente
al suelo y ser degradados por microorganismosy @amtesta matriz como en el agua.
Son muy poco solubles en agua y quedan retenidtaserapas superficiales del suelo,

por lo gue normalmente no lixivian al agua subterea

1.5.2.1.1. Deltametrina

La deltametrina (verFigura 1-28§ es un piretroide sintético con actividad
insecticida y acaricida de amplio espectro. Actdagontacto e ingestion afectando al
sistema nervioso de los artrépodos y provocandmserte. Es un compuesto toxico
para la vida acuatica (particularmente peces), lteeglo equivalente a una
neurotoxind®.

Forma parte del paquete de productos fitosanitatibkzados en la soja
transgénica y es uno de los insecticidas mas adilig en el control de insectos
domeésticos. Ha sido utilizada para prevenir laresiten de enfermedades transportadas
por las garrapatas en perros, roedores y otrosasgsnexcavadores. Es efectiva en la
eliminacién de una amplia variedad de plagas déndmgmres humanos, especialmente
arafias, pulgas, cucarachas, hormigas, etc. Resékaestable frente a la degradacion

que los piretroides alternativos, y tiene una &tdiet residual mas prolongada. Los
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residuos de la deltametrina se han encontrado ametite en productos agricdf&sy
en alimento¥”.

La deltametrina esta clasificada como moderadantériea por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Los formulados comessalestan clasificados
normalmente como nocivos o no clasificados, segloohcentracion. La OMS indica a
la deltametrina como uno de los insecticidas recafados para la fumigacion de
interiores y en el tratamiento contra los mosquitosSi bien la deltametrina no esta
incluida entre los plaguicidas mas téxicos, suzadion como insecticida doméstico ha
incrementado los riesgos de exposicion de poblasionfantiles, particularmente en
zonas con malaria o dendtfe

Los métodos analiticos para la deteccibn de laauhetrina involucran
procedimientos con multiples pasos de tratamieattadnuestra seguidos de diferentes
técnicas de deteccién, incluyendo CG-ECD, GC*EMCL combinada con una
derivatizacién post-columna con marcadores fluemess (HPLC-FD)® o a través de
la utilizacién de un detector de masas (HPLC-ERMrambién para estarget existen
ensayos inmunoquimicos acoplados a enzimas (EL{3A)

Yu y colaboradoréé! han desarrollado un biosensor quimioluminiscemie e
detecciéon de deltametrina basadogerantum dotsdde CdTe y polimeros moleculares
impresos, ensamblados capa por capa en una supeatécvidrio. Se obtuvo una
relacion lineal con la concentracién de deltamaten el rango de 0,038/mL a 46,5
Hg/mL con un limite de deteccién de 0,QigmL. Raposo y colaboradofésfueron
capaces de detectar concentraciones nanomolaredeltiEmetrina en soluciones
etanodlicas utilizando un sensor. La capa de recomecto consistio en un film
delgado, obtenido utilizando una técnica de capacppa, resultando de la adsorcidon
alternada de cloruro de poliallamina y de la salédisa de
poli[1-[4-(3-carboxi-4-hidroxifenilazo)bencensulfmmida]-1,2-etanodiilo], en un
soporte solido con electrodos de oro interdigitad@srespuesta del sensor, obtenida
por medidas de espectroscopia de impedancia, ¢elsndtal con el logaritmo de la
concentracion debrgeten el rango micromolar a nanomolar.

A pesar del gran potencial de los aptdmeros enrgena la fecha se ha
desarrollado un Unico aptamero para un insectibgdia familia de los neonicotinoides,
la acetamipridd® probablemente debido a la dificultad para fij@teetipo de
compuestos quimicos estables y no reactivos a sspsdlidos™, etapa imprescindible

para el desarrollo del proceso de SELEX.
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Con todo lo antes expuesto y dado el amplio usla deltametrina, se considero
un interesante desafio el disefio del proceso dé&XKlara dichdarget Paralelamente,
se avanzé en la aplicacibn de los aptameros enesrllo de aptasensores

electroquimicos utilizando sistemas modelo.
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2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Acetato de etilo

Acetonitrilo

Acido acético

Acido bérico

Acido carboxiferroceno
Acido clorhidrico 37%
Acido etilendiamintetraacetico (EDTA)
Acido 3-mercaptopropionico
Acido nitrico 65%

Acido sulfarico 98%
Acrilamida

Adenosina

Adenosin monofosfato sodico
Agarosa D-1 LE

Agua oxigenada 30%
Alcohol isoamilico

Alimina 0.5um
2-(2-aminoetoxi)etanol 98%
Amoniaco 25%

Anhidrido acético

Azul de bromofenol
Bicarbonato de sodio
Bromuro de etidio
Carbonato de sodio
Carbonato de sodio anhidro
Carboxifluoresceina

Citrato de sodio dihidrato
Cloroformo

Cloroformo deuterado

Cloruro de calcio

Anedra
Aberkon Quimica
Anedra
Promega
Sigma Aldrich
Merck
Promega
Sigma Aldrich
Anedra
Anedra
Invitrogen
Pharma Waldhoff
Sigma Aldrich
BioAmeérica Inc.
Ciccarelli
Sigma Aldrich
Metrohm
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Anedra
Sigma Aldrich
Merck
Cicarelli
Sigma Aldrich
J. T. Baker
Anedra
Sigma Aldrich
Merck
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Cloruro de hexaaminrutenio(lll)
Cloruro de magnesio

Cloruro de metileno

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Cloruro de tionilo

Decis Forte concentrado emulsionable

2-desoxiguanosina
N,N’-diciclohexilcarbodiimida
N,N’-diisopropilcarbodiimida
N,N’-diisopropiletilamina

N-(3-dimetilaminopropil)N’-etilcarbodiimida

Dimetilformamida
Dimetilsulfoxido

Dioxano

Ditiotreitol

Espermidina

Etanol 96%
9-fluorenilmetil-cloroformato
Formaldehido 36%

Fosfato diacido de potasio
Fosfato monoacido de potasio
Fosfato monoécido de sodio
Glycogen20 pg/uL
Hexacianoferrato (1) de potasio
1,1,1,3,3,3-hexafluoropropanol
Hexano

HEPES

Hidroxido de sodio
N-hidroxisuccinimida
Isopropanol

6-mercaptohexanol

! N-(2-hidroxietil)-piperazinaN'-(2-etanosulfonato) de sodio

Sigma Aldrich
J. T. Baker
Anedra
Merck
Merck
J. T. Baker
Bayer
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
J. T. Baker
Aberkon Quimica
Ciccarelli
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
QuimicaWisconsin
Sigma Aldrich
Anedra
J. T. Baker
Cicarelli
Anedra
Invitrogen
Merck
Sigma Aldrich
Anedra
Sigma Aldrich
Anedra
Sigma Aldrich
Sintorgan
Sigma Aldrich
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MES?

Metanol

N,N-metilenbisacrilamida

Nitrato de plata

Nitrato de sodio

Persulfato de amonio

Piridina

Sulfato de magnesio
Sulfato de sodio anhidro
Sybr Safe DNA gel staen DMSO 10000X

Tetrahidrofurano

N,N,N’,N-tetrametiletilendiamina

Tiosulfato de sodio
Tolueno

Trietilamina

Tris-(2-carboxietil)fosfina clorhidrato

Tris-HCP
Urea
Xileno Cyandt

2.1.2. Cromatografia, separacion y purificacion

Sigma Aldrich
Anedra
Invitrogen
Anedra
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Reactivos Raudo
J. T. Baker
Anedra
Invitrogen
Aberkon Quimica
Invitrogen
C.C. J. Rapoport
Aberkon Quimica
Sintorgan
Sigmaddkich
Sigma Aldrich
Invitrogen

Invitrogen

Columna CG PEelite-5; 95% dimetilpolisiloxano: 5%edilpolisiloxano

(0,25pl, 300 cm x 2,5 cm)

Columna HPLC Kromasil 100 C18 (Bn; 25 cm x 0,4 cm)
Cromatofolio AL TLC 20x20 cm Silica gel 6Q4z

DNA Clean & Concentradol'-5

Sephadex G-25 superfina

Silica gel 60 (0,063 mm — 0,200 mm)

2 Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico
% 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol

Perkin Elmer
Gibco
Merck
Zymo Research
G.E Healthcare
Merck

*{[4-{( 2)-[4-(etilamino)-3-metilfenil][(&)-4-(etilimino)-3-metil-2,5-ciclohexadien-1-ilidemietil}-3-

sulfinoxi)fenoxi]sulfinil}joxidanida de sodio
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2.1.3. Enzimas
CalB
Fast PCR Hot StarADN Polimerasa
Robust Hot StarADN Polimerasa

T4 polinucle6tido quinasa
Taqg ADN polimerasa dé€hermus aquaticus

2.1.4. Resinas BeadsMagnéticos modificados
ECH Sepharose 4B
BcMag ™ Carboxy-terminated Magnetic Beads
Streptavidin Magnesphere Paramagnetic Particles
Dynabeads M-280 Streptavidin

2.1.5. Radiois6topos
y-3?P-Adenosina trifosfato

2.1.6. Marcadores de peso molecular

Ladder 50 pb precision
PCR Marker50-2000 bp

2.1.7. Nucledtidos y Oligonucleétidos

2.1.7.1. Aptamero para ATP (Apt-ATP)

Novozyme
Kapa 2G
Kapa2G

Invitrogen
Sigma Aldrich

Pharmacia Biotech
Bioclone Inc
Promega

Invitrogen

Perkin Elmer

Productos Biologicos
Sigma Aldrich

La secuencia del aptamero de ATP (5-ACC TGG GGGTAI T GCG GAG
GAA GGT-3") fue reportada por Szostak ef'alLas secuencias de ADN fueron

sintetizadas y purificadas por desalado (Sigma-&gdJSA).
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5Ts-Apt: La secuencia tiene 5 fosforotioatos en el extréinseguidos de 5
Timinas adicionales comiinkers (5’-TsTsTs TsTsT TTT TAC CTG GGG GAG TAT
TGC GGA GGA AGG T-3).

T-Apt: La secuencia tiene 5 Timinas adicionales cdimicers en el extremos 5’
(5-TTT T TACCT GGG GGA GTATTG CGG AGG AAG GT-3)

Ce-S-S-G-Apt: La secuencia tiene un puente disulfuro unidoxédeeno 5’ del
aptamero a través de una cadena de 6 atomos dmoartd Timinas adicionales como
linkers (CHs-(CH,)s-S-S-(CH)e-5-TTT T TA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG
AAG GT-3)).

3Ts-Apt: La secuencia tiene 3 fosforotioatos en el extremaeguidos de 5
Timinas adicionales comiinkers (5’-TsTsTs TTT TTA CCT GGG GGA GTA TTG
CGG AGG AAG GT-3).

1Ts-Apt: La secuencia tiene 1 fosforotioato en el extremoséguidos de 5
Timinas adicionales combnkers (5°-TsTT TTT ACC TGG GGG AGT ATT GCG
GAG GAA GGT-3).

NH,-Cs-Apt-5Ts: La secuencia tiene en el extremos 3’, 1 Timinguga de 5
fosforotioatos y 4 Timinas, y en el extremo 5’,gmipo amino conectado a través de 6
grupos metilenos (NH(CH,)s-5-ACC TGG GGG AGT ATT GCG GAG GAA GGT
TTT TTsTs TsTsTs T-3).

NH,-Ce-Apt-S-S-Cq: La secuencia tiene un puente disulfuro unidoxaleeno 3’
del aptamero a través de una cadena de 6 atomearigeno, seguidos de 5 Timinas
antes de la secuencia del aptamero, y en el extEmam grupo amino conectado a
través de 6 grupos metilenos (N{CH,)s-5-ACC TGG GGG AGT ATT GCG GAG
GAA GGT TTT TT-(CH)e-S-S-(CH)s-CHs-3").
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2.1.7.2. Secuencias complementarias al Apt-ATP

Se utilizaron dos secuencias complementarias &daescia delApt-ATP de
diferente longitud. Las secuencias de ADN se seagin y se purificaron por desalado

(Sigma-Genosys, USA).

C11:5- CTC CCC CAG GT-3..
C27.5-ACC TTC CTC CGA AAT ACT CCC CCA GGT-3'.

2.1.7.3. Secuencias utilizadas en el proceso de &XL

2.1.7.3.1. Biblioteca de ADN (BiblioADN ¢9**

La BiblioADN g5 consta de una zona aleatoria de 60 nucleétidasgdieada por
dos secuencias fijas de 18 nucleétidos cada un&ntdo una longitud total de 96
nucleodtidos. La misma se sintetizo y se purifico BPAGE (Sigma-Genosys, USA).
BiBlioADN s 5-CGT ACG GAA TTC GCT AGCNg-GGA TCC GAG CTC CAC
GTG- 3.

2.1.7.3.2. Secuencias cortas para optimizar la elexforesis planar

Todas las secuencias se sintetizaron y purificapor desalado (IDT,
Biodynamics).
ADNgs18 mer. 5'-CAC GTG GAG CTC GGA TCC-3..
ADNgs27 mer. 5’-ACC TTC CTC CGA AAT ACT CCC CCA GGT-3..

2.1.7.3.3Primerspara PCR

Todas las secuencias se sintetizaron y purificapmr desalado (IDT,
Biodynamics).
Primer Down (18 mer):5-CAC GTG GAG CTC GGA TCC-3..
Primer Up (18 mer):5-CGT ACG GAA TTC GCT AGC-3'.
F-Primer up (18 mer): Fluoresceina-CO-NH-(Gl5-CGT ACG GAA TTC GCT
AGC-3'.
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B-Primer down (18 mer): Biotina-NH-(Ch)>-O-(CH,),-5-CAC GTG GAG CTC
GGA TCC-3.

2.1.7.4. Nucleotidos
Desoxirribonucledtidos trifosfat@NTPs) mix 10 mM cada uno DSBIO
2.1.8. Buffer y soluciones

Todas las soluciones fueron preparadas con agli@Nii8 MQ . cm).

2.1.8.1. Reacciones de marcacién cgri’P en el extremo 5’

Buffer A 10X

Tris-HCl pH 7,6 500 mM
MgCl, 100 mM
Espermidina 1mM
EDTA 1 mM
Ditiotreitol 50 mM

2.1.8.2. Electroforesis planar

TBE 5X

Tris-HCI pH 8,3 445 mM
Acido bérico 445 mM
EDTA 10 mM

Buffer de siembra desnaturalizante

TBE pH 8,3 1X
Urea ™
EDTA 100 mM
Azul de bromofenol 0,1%
Xileno cyanol 0,1%
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Buffer de siembra no desnaturalizante

TBE pH 8,3 1X
EDTA 100 mM
Azul de bromofenol 0,1%
Xileno cyanol 0,1%

2.1.8.3. Solucién pirafia

Agua oxigenada 30% 1
Acido sulfarico 98% 3

2.1.8.4. Buffer fosfato 10 mM pH 7,0

KoHPO, 10 mM
KH2POy 10 mM

2.1.8.5. Buffer de reduccion del Apt-ATP

MgCl, 100 mM
NaCl 100 mM
Buffer fosfato pH 7,0 10 mM

2.1.8.6. Buffer de reconocimiento aptamero-ATP/Adessina

Tris-HCI pH 7,6 20 mM
NaCl 300 mM
MgCl, 5mM

2.1.8.7. Buffer TEAA 10X pH 7 (HPLC)

Acetato de trietilamonio 1M

74



Capitulo 2 Materiales y Métodos

2.1.8.8. Buffer PBS 10 mM pH 7,2

KH,PO, 10 mM
MgCl, 1 mM
NacCl 1M
KoHPO, 10 mM

2.1.8.9. Buffer PBS 0,3 M pH 7,4

NaCl 0,3M
CaCb 1 mM
KCI 2,5 mM
KH,PO, 1,5 mM
MgSO, 0,5 mM
NaHPO, 8 mM

2.1.8.10. Buffer de hibridizacién

Tris-HCI pH 8,2 25 mM
NaCl 300 mM

2.1.8.11. Buffer PCR
10X PCR buffer sin MgCl,
Tris-HCI pH 8,3 100 mM
KCI 500 mM

5X Kapa 2G buffer A con MgCl,

2.1.8.12. Buffer debinding SELEX

NaCl 100 mM
Tris-HCl pH 7,6 20 mM
MgCl, 2mM
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KCI 5 mM
CaCb 1 mM
Tween 20 0,02%

2.1.8.13. Buffer de elucion SELEX

Tris-HCI pH 8,0 40 mM
EDTA 10 mM
Urea 3.5M

Tween 20 0,02%

2.1.8.14. Buffer SSC 20X pH 7,2

NacCl 3M
NagCgHs507.2H,0 300 mM

2.1.8.15Dynabeads M-280 Streptavidin

Binding and washingouffer (B&W) 2X

Tris-HCl pH 7,5 10 mM
EDTA 1mM
NaCl 2M

2.1.9. Electrodos
2.1.9.1. Electrodos de trabajo
Laminas de oro policristalino de 1,0 cm x 0,5 crgebf= 2,01 x 1C cn)
Electrodos comerciales (Metrohm) de oro policristad = 1,6 mm

(Ageom= 2,01 x 1C cn)

2.1.9.2. Contraelectrodo y electrodo de referencia

El contraelectrodo utilizado en todos los casosistid en un alambre de platino.
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Como electrodo de referencia se utiliz6 un elecirdé Ag/AgCl. Dicho electrodo
consiste en un alambre de Ag, recubierto con Agherso en una solucion 3 M de
KCl saturada en AgCI.

2.2. Equipamiento

Agitador SCientifica

Centrifuga refrigerada 5804R Eppendorf
Concentrador plus Eppendorf

Contador de centelleo Rackbeta Pharmacia
Contador geiger manual Survey Meter

Cromatografo Gaseoso AutoSystem XL (CG) con autpgarm Perkin Elmer

Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) IsBn

Detector de captura de electrones (CG-ECD) P é&tlarer

Enduro Electrophoresis Systems (electrophoresmapla Labnet
Espectrofluorémetro Cary Eclipse Varian

Lampara 254 nm UV/vis (detector HPLC) Gilson
Mastercycler personal 5332 Eppendorf
Millipore Simplicity Millipore
Mini-PROTEAN Tetra Cell BIO-RAD
Nanodrop (DNA-50) Thermo Scientific
Phosphoimager Applied Biosystem
Potenciostato Autolab PGStat10 (GPES 4.9) Eco@hem

RMN 500 MHz (UMYMFOR-Lanais) Bruker

Rotavap Bichi

Secadora de gel H.Scient. Inst.
Shaker Ferca

Speed-vac Savant

Storm 820 (Image Quant 5.1) Molecular Dynamics
Transiluminador Benchtop Variable (320 nm) UVP
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2.3. Protocolo para la limpieza de superficies de@

2.3.1. Laminas de oro policristalino

2.3.1.1. Experimentos radioquimicos

Se sumergieron en solucion pirafia por 3 horas.ngmgaron con agua MilliQ

por inmersion. Se secaron al aire.

2.3.1.2. Experimentos electroquimicos

Se sumergieron en solucion pirafia por 15 minutesrfuagaron con abundante
agua MilliQ. Se llevaron al rojo en la llama de mmechero mecker. Se enfriaron en
desecador y se midio la respuesta por voltametdlica (ver Figura 2-1) en una
soluciéon 1,8 Mde b5O, (0V al1,5V; V=0,5VIs).

0,00 0,50 1,00 1,50
3,2E-05 ' ' !

2,2E-05 A

1,2E-05 A

2,0E-06 -

Corriente (A)

-8,0E-06 -

-1,8E-05 -

-2,8E-05 - Potencial (V)

Figura 2-1Voltagrama ciclico para una lamina de oro medidaremsolucion 1,8 M deJ80,. La

velocidad de barrido fue de 0,5 V/seg.

El area de las laminas (n = 8) se determin6 pderwdtria ciclica en una solucion
0,05 M de K[Fe(CNY)], resultando un area de (85 + 2) X>1th?.

2.3.2. Electrodos comerciales de oro policristalino

Se pulieron mecanicamente con una suspension hénal®,5um. Se enjuagaron

con agua MilliQ por inmersion. Luego se sumergieeonuna solucién 30% de,&,

78



Capitulo 2 Materiales y Métodos

por 30 minutos. Se enjuagaron con agua MilliQ pararsion. Se realizaron 20 barridos
(05 Val6 V) a0,5 V/iseg en una solucién 0,5dM HSQO,, hasta obtener un

voltagrama tipico de oro (véiigura 2-2. Se enjuagaron con agua MilliQ y se secaron
al aire.

0,7 03 1,3
- - - 8,0E-05
. L 3,0E-05
<
o
c
8 - -2,0E-05
S
(@]
- -7,0E-05
L -1,2E-04

Potencial (V)

Figura 2-2Voltagrama ciclico para un electrodo de oro cona¢roedido en una solucién 0,5 M de

H,SQy. La velocidad de barrido fue de 0,5 V/seg.

El area de los electrodos (n = 4) se determinovottametria ciclica en una
solucion 0,02 M de Fe(CN)], resultando un area de (19 * 2) X>1ht.

2.4. Protocolo para la modificacion superficial cor6-mercaptohexanol (MCH)

La inmovilizacion de MCH se realizé por inmersianld superficie de oro en 1,0
mL de una solucién 1,5 mM de MCH. Se dej6é por lah@® minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la innmagion, se lavo por duplicado por
inmersion en 1,0 mL de agua MilliQ. Se dejo setaira.

2.5. Activacion del acido -carboxiferroceno (FCCOOH, 1) para dar N-
hidroxisuccinimidilcarboxiferroceno (FCNHS, 2)

Reactivo Cantidad
y 0%}0 FcCOOH (1) 0,50 g
SFE S ?Q—S N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) 0,49 g
é —— Dioxano 25 mL
2 N-hidroxisuccinimida (NHS) 0,30g
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Se disolvié la DCC en 5,0 mL de dioxano. Se agg@é@ a gota bajo atmaosfera
de N> y durante aproximadamente 30 minutos, una solwédrcCOOH (1) y NHS en
20 mL de dioxano. Se agitdé la mezcla a temperaanndiente por 20 horas, bajo
atmosfera de N Se observo la aparicion de un solido blanco.ilBé ¥ se descart6 el
sélido. Se rotaevaporo la solucion, obteniéndosesalio naranja. Se purificd por
columna de silica gel sembrando el residuo disusitdCHC:MeOH 99:1, y como
solvente de elucion se utiliz6 CH®NeOH 99:1. Se obtuvo un solido naranja.
Rendimiento: 96% Rf: 0,40 en CHCi:MeOH 99:1
Compuesto 2:

'H RMN (CDCl3): (5, ppm) 2,87 (d, J = 13,7 Hz, 4H, H1 y H2); 4,398, H11, H12, H13, H14 y
H15); 4,57 (t, J = 2,1 Hz, 2H, H7 y H10); 4,94)& 2,1 Hz, 2H, H8 y H9).

3C RMN (CDCly): (5, ppm) 25,68 (C1y C2); 64,26 (C6); 70,81 (C11, CT23, C14 y C15); 72,84
(C7, C8, C9y C10); 167,42 (C5); 169,61 (C3 y C4).

2.6. Ensayos con el Apt-ATP

2.6.1. Reaccion de marcacion cotiP

Reactivo Cantidad
Buffer A 10X 0,002 mL
ADN 0509
y-ATP*?P 20uCi
Agua estéril hasta 0,020 mL
T4 polinucledtido quinasa 20U
Cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 0,10 mL

Se mezclé el buffer A 10X, el ADN, ¢lATP**P y el agua. Luego, se adicioné la
enzima T4 polinucledtido quinasa y se incubd a 3d@d€nte una hora. La reaccion se
enfri6 en hielo y se agregé agua hasta alcanzarolumen final de 0,020 mL. Se
extrajo con CHGtalcohol isoamilico 24:1 y la fase acuosa se mdrifior Sephadex-
G25, usando como solvente agua estéril. Se juntdfomotas de 0,50 mL cada una y se
evaporo el solvente en la centrifuga de vacioeSeaspendi6 cada alicuota en 0,010 mL
de agua estéril y se determiné la marca de las asi@on un contador de centelleo (2,0
mL de solucién de centelleo con 5,0 x*1@L de cada alicuota). Se corroboré la
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integridad del ADN marcado con un gel de poliaaniida al 40% en condiciones

desnaturalizantes.

2.6.2. Geles de poliacrilamida (PAGE) al 40% en caoliciones

desnaturalizantes

Se utilizaron minigeles de 10 x 8,2 cm aproximadamgespaciador de 0,75

mm). Para 2 minigeles se utilizo:

Reactivo Cantidad
Urea 509
AcrilamidaN,N-metilenbisacrilamida (38:2) 5,0 mL
TBE 5X 2,0 mL
Persulfato de amonio 10% 0,10 ml{
N,N,N’,N*-tetrametiletilendiamino (TEMED) 0,030 mL
Agua estéril 3,0 mL

Se mezclaron la urea, la solucion de acrilarNdd:metilenbisacrilamida, el
buffer TBE y el agua. Se sonicd por 15 minutos @édirainar el oxigeno disuelto y se
agrego el TEMED Yy el persulfato de amonio. Se aoméos geles dejando polimerizar
por 45 minutos y se realizé una precorrida a 20mAigel en buffer TBE 1X por 30
minutos. Se sembré un volumen de ADN marcado, dendotal de tener
aproximadamente 1500 cuentas/calle, en 0,010 mL bdéfer de siembra
desnaturalizante. La corrida se realizé en bufRE TLX a 250 V por 1 hora. Una vez
separadas las bandas, los geles se lavaron £omHAcO:MeOH 8:1:1 durante 1 hora
con agitacién suave para eliminar la urea. Pomdltilos geles se secaron en una
secadora de gel, con calentamiento por 45 minutastgmperatura ambiente por 20
minutos. El gel seco se expuso a una placa sersifflé y se determiné la marca

radiactiva.

2.6.3. Protocolo para la reduccion del puente disiuiro del Apt-ATP

Reactivo Cantidad
Solucién 20QuM del Apt-ATP 10pL
Tris-(2-carboxietil)fosfina) (TCEP) 10 mM 10 puL
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Se mezcld la solucién dépt-ATP con el TCEP a 4°C y en oscuridad por 5
horas, obteniéndose una concentracion final AlgtATP, 100 uM. Se diluyo la
solucion anterior en el buffer de reduccion hastarear la concentracion deseada de
Apt-ATP .

2.6.4. Protocolo para la inmovilizacién de Apt-ATP

Se deposito sobre la superficie de oro limpia,gota de 0,010 mL délpt-ATP
de la concentracion correspondiente. Se dejo du@hhoras en oscuridad a 4°C. Para
detener la inmovilizacion, la superficie de orolag por duplicado por inmersion en

1,0 mL de agua MilliQ durante 15 minutos.

2.6.5. Protocolo para los ensayos de evaluacion ldeestabilidad térmica del
Apt-ATP

Los electrodos modificados se sumergieron en uh&isa 10 mM de buffer
Tris-HCI pH 7,4 a 80°C por 20 minutos. Se enjuagacon el mismo buffer y se

procedioé a determinar la densidad superficial pon@coulombimetria (CronoQ).

2.6.6. Protocolo para los ensayos de reconocimierttey->P —~ATP

Se prepar6 una solucién de adenosina 2,7 ¥ LD en el buffer de
reconocimientd. Se agregaron 0,010 mL de una solucién 5,9 XMade y-ATP3*%P,
resultando una concentracién final W&P-ATP igual a 2,4 x I8 M y de adenosina,
2,7 x 10°M.

Se sumergieron las laminas de oro policristalinaifrcadas con ebTs-Apt +
MCH en 0,9 mL de la solucion anterior por 2 horatemperatura ambiente y con
agitacion leve (50 rpm). Luego de transcurridoi@npo, se lavaron las laminas por
duplicado por inmersién en agua MilliQ.

Por ultimo, se cubrieron con papel film y se exerusi en las placas de revelado

toda la noche.
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2.6.7. Protocolo para la derivatizacion con Fc dépt-ATP inmovilizado

Se prepard una suspensionFENHS, mezclando 0,033 g (1,0 x @noles) en
HEPES 0,20 M pH7,2 : DMF 1,2 : 1 V/V. En ella sengugieron las superficies de oro
con elApt-ATP inmovilizado, en oscuridad y a temperatura ambieon agitacion por
12 horas. Se detuvo la derivatizacién por inmersidruna solucién 0,20 M de buffer
HEPES pH 7,2.

2.6.8. Protocolo para la derivatizacion del Apt-ATRcon Fc en solucion

2.6.8.1. Derivatizacion del Apt-ATP con FCNHS (2)

Ao
\
o) N H/\/\/\/Apt-STs
@ < NH,-C-Apt-5Ts C o)
Fe o - - Fe

2 3

2.6.8.1.1. Derivatizacion en buffer PBS 0,3 M pH Z,

Reactivo Cantidad
FcNHS (2) 0,005¢g
NH,-Cs-Apt-5Ts 200uM | 12,5uL
Buffer PBS0,3MpH 7,4 | 87,5uL

Se disolvié eNH»-Cs-Apt-5Ts en buffer PBS 0,3 M pH 7,4. Luego se agrego el

FCNHSy se dejo reaccionar durante 24 horas a temparatobiente.

2.6.8.1.2. Derivatizacion en buffer HEPES 0,2 M pH,2 : DMF
5:1 VIV

Reactivo Cantidad
FCNHS (2) 0,005¢g
NH,-Ce-Apt-5Ts 200pM | 12,5uL
Buffer HEPES 0,2 M pH 7,2 72,9uL
DMF 14,6puL
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Se disolvio eNH,-Cg-Apt-5Ts en buffer HEPES 0,2 M pH 7,2. Luego se agrego
el FcNHS disuelto en DMF.Se dej6 reaccionar durante 24 horas a temperatura

ambiente.

2.6.8.1.3. Derivatizacion en buffer NaHC@Na,CO3; 0,5 M pH 9 :
DMSO 3:1 VIV

Reactivo Cantidad
FCNHS (2) 0,005¢g
NH,-Ce-Apt-5Ts 200 puM 12,5l
Buffer NaHCQ/N&,C0O; 0,5 M pH 9 65,6 uL
DMSO 21,9uL

Se disolvio eNH,-Cg-Apt-5Ts en buffer NaHC@Na,CO; 0,5 M pH 9. Luego se
agrego eFcNHS disuelto en DMSOSe dejo reaccionar durante 24 horas a temperatura

ambiente.

2.6.8.1.4. Derivatizacion en buffer NaHC@Na,CO3; 0,5 M pH 9 :
DMSO 1:1 VIV

Reactivo Cantidad
FCcNHS (2) 0,005¢
NH,-Ce-Apt-5Ts 200 UM 25 L
Buffer NaHCQ/N&,C0O; 0,5 M pH 9 87,5uL
DMSO 87,51l

Se disolvio eNH,-Cg-Apt-5Ts en buffer NaHC@Na,CO; 0,5 M pH 9. Luego se
agrego eFcNHS disuelto en DMSOSe dej6 reaccionar durante 24 horas a temperatura

ambiente con agitacion vigorosa.
Luego de la reaccién de derivatizacion, se purificthisma utilizando una resina

Sephadex G-25 y agua como solvente de elucion.
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2.6.8.6. Método para correr Fc-NH-G-Apt-5Ts en el HPLC-UV

La reaccion de derivatizacion se controld por HRitlizando como solventes de
elucion buffer TEAA 1X pH 7,0 y acetonitrilo. Elggrama utilizado (programa 6) fue:

Tiempo (min) % Acetonitrilo
0 10
20 25
30 60
40 90
60 10
Flujo 0,7 mL/min

2.6.9. Experimentos con estructuras de ADJy

2.6.9.1. Hibridizacion

Reactivo Cantidad Programa:

Apt-ATP 200pM | 13,75pL

S T, -1°C; 0,3°C/seg
C11 0 C27200uM | 13,750l 95°C / 10 mii|95°C / 57&

Buffer hibridizacion | 472,50uL 20°C /1 min

Se prepar6 una mezcla para cada estructura deqgADMN1 y M27) y se
fracciond en 5 tubos de 1Q@. cada uno. Se realizé la hibridizacion controladael
termociclador.

2.6.9.2. PAGE al 20% en condiciones no desnaturadiztes

Se utilizaron minigeles de 10 x 8,2 cm aproximadamgespaciador de 0,75
mm). Para 2 minigeles se utilizo:
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Reactivo Cantidad
Acrilamida: N,N-metilenbisacrilamida (38:2)| 4,7 mL
TBE 5X 0,7 mL
Persulfato de amonio 10% 93,8uL
TEMED 4,9uL
Agua estéril 1,5mL

Se mezclo la solucion de acrilamida¥N-metilenbisacrilamida, el buffer TBE y
el agua. Se sonicé por 15 minutos para eliminasxéjeno disuelto y se agrego el
TEMED vy el persulfato de amonio. Se armaron loggelejando polimerizar por 45
minutos y se realizé una precorrida a 300 V endsufiBE 1X por 45 minutos. Se
sembrd un volumen de ADN en 0,002 mL de bufferidmbra no desnaturalizante. La
corrida se realiz6 en buffer TBE 1X a 300 V pordteh Una vez finalizada la corrida,

se realizo la tincion del mismo con nitrato de glat

2.6.9.3. Incubacién con etarget (adenosina, AMP) o con el control (2-

desoxiguanosina)

Se incubo6 eApt-ATP con soluciones de AMP/adenosina/2-desoxiguanaina
la concentracion correspondiente, en el bufferedemocimiento (20 mM Tris pH 8,2 +
300 mM NaCl + 5 mM MgG). Se probaron distintas condiciones de temperatiga

tiempos de incubacion y de concentracion de lobtasa

2.7. Ensayos con el 3-MPA

Se inmovilizé el 3-MPA a patrtir de una soluciénr@¥ de 3-MPA en EtOH:LD
9:1 depositando una gota (0,025 mL, 24 horas a ¥8§curidad) sobre la superficie de
oro. Se activé el grupo carboxilico con 0,050 mLutk@ solucién 100 mM di-(3-
dimetilaminopropil)N’-etilcarbodiimida (EDC) en una solucion 10 mM déf&uMES
pH 5,5. Se dej6 tapado por 30 minutos en osculydb8°C. Posteriormente, se lo hizo
reaccionar con 0,050 mL de una soluciéon 50 mM deneliamina en una solucion 10
mM de buffer HEPES pH 8,0, durante 24 horas a 388@ oscuridad. Por ultimo, las
superficies de oro se trataron por inmersion eb L de una suspension BeNHS
(0,005 g) en buffer NaHC#N&CO; 0,5 M pH 9 : DMSO 1:1 V/V, con agitacion
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vigorosa, por 24 horas, a temperatura ambiente gsenridad. La derivatizacion se
detuvo por inmersion en buffer NaHg®aCO; 0,5 M pH 9,0.

2.8. Experimentos electroquimicos

Para desoxigenar la celda las soluciones se porgahb.

2.8.1. Técnicas electroquimicas utilizadas

Existe una amplia variedad de técnicas electroguaisnidesarrolladas para
determinar los parametros cinéticos y termodinadmitmlas reacciones de electrodo. La
técnica a utilizar dependera del sistema quimiadeyla informacion que se desee
obtener. En este trabajo de tesis se utilizaromcipalmente cuatro técnicas
electroquimicas: voltametria ciclica, cronoampetoi@e voltametria de pulso
diferencial y voltametria de onda cuadrada. A cw&cion se describe brevemente el

fundamento de cada una de éftis

2.8.1.1. Voltametria Ciclica (VC)

En la VC se hace un barrido lineal del potenciaha dada velocidad de barrido, a
partir de un potencial inicial ¢t hasta un potencial final § pudiendo regresar,
nuevamente, al mismo potencial inicialuea otro valor By asi sucesivamentEigura
2-3). Los limites de potencial definen las reaccioglestrodicas que se permiten que se
produzcan y la velocidad de barrido, la escalaahego en la que se examina el proceso
electroquimico. Se grafica la respuesta de cogidat sistema en funcion del potencial
aplicado, obteniéndose la curva intensidad de exttgi— potencial (i vs. E) o curva
voltamétrica.

Esta técnica aporta informaciéon acerca del procdgsoelectrodo, ya que
dependiendo de la forma de la curva voltamétrigaosked conocer la reversibilidad del
mismo. El analisis de las curvas corriente - patdriambién permite detectar procesos
acoplados a los de oxidacion y reduccién, por ejeradsorcion o desorcion de una
especie electroquimicamente activa, o reaccion@sicas acopladas al proceso de

transferencia de carga.
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pendiente, »

Tiempo

Figura 2-3.Perfil de potencial en funcién del tiempo para VC.

2.8.1.2. Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica en la cuabtnpial del electrodo se

cambia instantaneamentéidura 2-4) y se mide la corriente en funcién del tiempo.

E f’.f ""'/

Eor

E

Figura 2-4.Potencial en funcién del tiempo para un experimelet cronoamperometria.

La corriente integrada, o la carga Q, como funciéhtiempo en un experimento

cronoamperometrico viene dada por la integraciola @xpresion de Cottrell:

o- 20FAD"C)
77’]/2 (ecuacion 2-1

donde n es el niumero de electrones intercambiaglofapgeaccion, F la constante de
Faraday (Clequiv), A el area del electrodo 9D, el coeficiente de difusién de la
especie electroactiva (éfm) y G la concentracién deargeten el seno de la solucion

(mol/cny).
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A tiempos cortos predominan los procesos de cargalad doble capa
electroquimica y a tiempos largos, los procesoscaleveccion natural y posibles

vibraciones.

2.8.1.3. Voltametria de pulso diferencial (VPD)

En la VPD, el barrido de potencial no se realizafalena lineal como en la
voltametria ciclica, sino que se aplica un pediacterizado por pulsos de potencial de
baja amplitud Figura 2-5. En esta técnica se toman dos medidas de camemtcada
pulso de potencial aplicado, la primera de elld®@mpot’, inmediatamente antes del
pulso, y la segundo a tiemppjusto antes de la finalizacion del pulso. En édtimna
medicion, la corriente capacitiva, correspondienta carga de la doble capa, ya habra
caido a cero haciendo que la corriente medida sieanente faradaica. De esta forma,
la técnica gana sensibilidad respecto de las tésnim pulsadas. El registro del
experimento corresponde a un grafico de la diféaede corrientegi = i(t) —i(t’) en
funcion del potencial bask,

E

L dE/dt
" velocidad
1 de barrido

- >
T t

Figura 2-5.Programa de potencial en un experimento de vottéae pulso diferencial.

2.8.1.4. Voltametria de onda cuadrada (VOC)

La VOC combina los mejores atributos de los métodatamétricos de pulso,
una buena linea de base, la sensibilidad de la \{®Rapacidad diagndstica de la
voltametria normal de pulso y la habilidad paraacw@rizar productos de manera
directa. También permite medir en un amplio rang@sktala temporal como en el caso
de las técnicas polarograficas de pulso. La forelgpdiso puede ser interpretada como

un caso particular de la VPD, en el cual el peridd@re-electrolisis y el pulso son de
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igual duracidn, y éste tiene la direccion opuektmaido aplicado. La interpretacion de
los resultados se facilita considerando la formdadenda como un barrido en estado
estacionario, al cual se sobreimpone un doble psils@trico, uno en la direccién

directa y otra en la inverskiQura 2-6).

Potencial (E) ; d H
1

",

I |
== Ciclol —™=— CicloZz —= Ciclo?2
I I 1
I I 1
1
i sentido \l — i)
directc — .
— AE,
1 A [ - <"
EI 184 - —
0 —"
—C—__ isentido
inversc

Tiempc

Figura 2-6.Esquema de la forma del pulso y medicién en VOC.

Dado que la capa difusional no se renueva al indeiccada ciclo, la condicién
inicial de la misma es el resultado de su evolueidhos pulsos previos. Dicha capa es
funcién, no soélo de la forma de la onda aplicad@ sle la cinética y los procesos
quimicos asociados al electrodo. Los procesos dayasl controlan el limite de
deteccion en VOC.

Con respecto a las aplicaciones, al igual que la MCVOC posee una gran
capacidad diagnéstica especialmente cuando seamddis corrientes directa e inversa.
La técnica permite obtener informacion sobre lax@sos de electrodos para un amplio
rango de potencial en un tiempo acotado. La vertajarespecto a VC es la supresion
de la corriente de base, por lo tanto, es posileldima concentraciones menores que las
requeridas para una VC. En un sentido amplio la \é@@ejor que la VC para evaluar
parametros cuantitativos en sistemas en los csalesnocen los mecanismos. Una de
las debilidades de la VOC con respecto a la VCques resulta intuitivamente mas
dificil de interpretar en términos quimicos. Adeneasla VC el barrido inverso cubre
un amplio rango de potencial, hecho que permitecti@t procesos que estan separados
por una brecha de potencial mas grande. Finalmken¥C cubre una mayor escala de
tiempo que la VOC. Para el analisis cuantitatiao VIOC es generalmente la mejor
opcién en cuanto a métodos de pulso.
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2.8.2. Determinacion de la capacidad de los electlias

28.2.1.VC

+0,1V a-0,4V,; 0,1 V/s en una solucién 0,01 Modéer Tris-HCI pH 7,4.

2.8.2.2. Cronoamperometria

Salto de potencial de 0,5 V (+0,1 V a -0,4 V) em golucion 0,01 M de buffer
Tris-HCI pH 7,4.

2.8.3. Determinacion de la densidad superficial paCronoQ

Salto de potencial de 0,5 V (+0,1 V a -0,4 V) em golucion 0,01 M de buffer
Tris-HCI pH 7,4 (blanco) y en una solucion @0l de cloruro de hexaaminrutenio (111)
(RuHex) en una solucién 0,01 M de buffer Tris-HEI p,4.

Velocidad de muestreo = 0,0001s

2.8.4. Deteccidn electroquimica de adenosina por \O

Se realizaron agregados sucesivos de una soluciM lde adenosina en una
solucion 0,2 M de buffer HEPES pH 7,2 en la celtiecteoquimica. El rango de
concentraciones de trabajo vario desdepd0a 100uM. La respuesta del Fc se midio
por VOC, siendo el rango de potencial de 0,1 V6a\y el incremento de potencial de
0,0051 V.

2.8.5. Sistema modelo 3-MPA

Deteccion de Fc (VPD):-0,1 V a 0,6 V; en una solucién 10 mM de buffersTri
HCI pH 7,9.
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2.9. Obtencion dekarget

2.9.1. Extraccion de deltametrina (4)

HsC CHs
Br o /©
. — o
Decis Forte ——»
Br o CN

4

A la muestra (50 mL) se le agreg6 hexano (60 mhpya destilada (60 mL) en
una ampolla de extraccion de 250 mL. La soluciorde@ en reposo por un dia,
guedando una fase acuosa (FA1) que se descartémuision (E1) y una fase organica
(FO1). La E1 se volvié a extraer con hexano (60,mb}eniéndose una fase organica
(FO2) y una emulsion (E2). Dicha emulsion se tiait NaCl, dejandola reposar por
varios dias. Se separo la fase acuosa (FA2) yarel@la fase organica (FO3).

Las fases organicas (FO1, FO2 y FO3) se juntarea yrataron con sulfato de
sodio anhidro durante un dia. Se filtr6 la suspgensbbtenida y la solucion se
rotaevapord. Se obtuvo una mezcla de un aceite port un precipitado blanco. Dicha
mezcla se recristalizo, disolviéndola en la minicaatidad de EtOH caliente. Se la
introdujo en un bafio de agua fria hasta apariceédnrdprecipitado blanco, se filtré al
vacio y se volvié a recristalizar con EtOH. Finafrigese obtuvo un precipitado blanco.
Rendimiento: 50%  Punto de fusion: 100°C  Rf: @9 en hexano:AcOEt 9:1

Compuesto 4:

'H RMN (CDCl3): (8, ppm) 1,20 (s, 3H, H7); 1,24 (s, 3H, H6); 1,91 1H,, 1= 8,16 Hz, H5); 2,07 (t,
1H, %= 8,16 Hz, = 8,16 Hz, H3); 6,37 (s, 1H, H9); 6,70 (d, 1KJ 8,16 Hz, H2); 7,02-7,17 (m, 5H,
H14, H16, H18, H20 y H22); 7,24-7,40 (m, 4H, H123H19 y H21).

*C RMN (CDCly): (8, ppm) 14,89 (C7); 28,07 (C6); 28,69 (C4); 30,9%)(36,40 (C3); 62,22 (C9);
90,81 (C1); 115,83 (C10); 117,52 (C16); 119,33 (@122); 120,05 (C14); 121,98 (C20); 124,05 (C12);
129,94 (C19 y C21); 130,59 (C13); 133,24 (C2); 186C17); 158,14 (C15); 168,38 (C8).
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2.9.2. Obtencion de acido dibromovinil-2,2-dimetiliclopropanoico (CPCA, 5)
a partir de la deltametrina (4)

HaC CH
HaC CHg 3 s
Br
OH
Bl o /© —_

| © ]

o
o Br

Br CN

Decis Forte / 4 S

2.9.2.1. Hidrdlisis de deltametrina (4)

Reactivo Cantidad
Deltametrina (4) | 0,509
EtOH 5,0 mL
NaOH 1 M 3,5mL

Se disolvié ladeltametrina en EtOH y se agrego la solucion de NaOH gota a
gota a través de un refrigerante. Se calent6 lalmezreflujo en bafio de agua por 24
horas, controlando el avance de la reaccion ponatagrafia en capa delgada (c.c.d.).
Se acidificé con BBO, hasta pH 1 y se extrajo con &Fh. La fase organica se seco
con NaSQO, anhidro, se filtré y se rotaevapord. Se purifiad polumna de silica gel,
sembrando el residuo en una pastilla y utilizandonae solvente de elucion
hexano:AcOEt 8:2.

Rendimiento: 14% Rf: 0,35 en hexano:AcOEt 8:2

2.9.2.2. Alcohdlisis enzimatica de deltametrina (4)

Reactivo Cantidad
Deltametrina (4) | 0,025g
EtOH 2,0 mL
Cal B 0,015¢

Se disolvio ladeltametrina en EtOH y se agrego la enzima Cal B. Se dejo con
agitacion a 37°C por 3 dias, controlando el avateda reaccion por c.c.d. No se

observaron cambios por lo tanto se descarto lxi@ac
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2.9.2.3. Saponificacion directa del Decis Forte

Reactivo Cantidad
Decis Forte | 50 mL
EtOH 100 mL
NaOH 2 M 20 mL
HCI 37% 3,4 mL
AcOEt 160 mL
NaOH 1 M 90 mL
HCI1 M 120 mL

Se mezclé eDecis Fortejunto con el EtOH y la solucion de NaOH en un hal6
de 250 mL y se calentdé a reflujo a 70°C en bafoglkerina por una semana,
controlando el avance de la reaccion por c.c.dacsdifico con HCI y se rotaevaporo,
haciendo sucesivos agregados de hexano para dlilaimaayor cantidad posible de
agua. Se obtuvo un aceite, el cual se purificogetumna de silica gel, sembrando el
residuo en una pastilla con 50, anhidro y usando hexano:AcOEt 9:1 como solvente
de elucion. Se obtuvo un residuo compuesto porcaiteaamarillo y un solido blanco.
Se disolvid el crudo obtenido de la columna en @0da AcOEt y se realizaron dos
extracciones sucesivas con 45 mL de una solucidndé NaOH cada una. Se juntaron
ambas fases acuosas y se realizaron dos extras@ones0 mL de AcOEt / 60 mL de
una soluciéon 1 M de HCI cada una. Se combinarorfdass organicas, se seco con
NaSQO, anhidro, se filtrdé y se rotaevapord. Se obtuvasdldo amarillento, el cual se
purificd haciendo sucesivos lavados con hexanaienFinalmente, el sélido obtenido
se purifico por columna de silica gel sembrandmismo en una pastilla, eluyendo con
hexano:AcOEt 9:1, obteniéndose un solido blanco.

Rendimiento: 86% Rf: 0,39 en hexano:AcOEt 8:2

Compuesto 5:

'H RMN (CDCl3): (8, ppm) 1,27 (s, 3H, H7); 1,29 (s, 3H, H6); 1,86 1H, J.:= 8,64 Hz, H5); 2,04 (t,
1H, k5= 8,64 Hz, d= 8,64 Hz, H3); 6,72 (d, 1H;& 8,64 Hz, H2).

3C RMN (CDCl5): (8, ppm) 15,02 (C7 y C6); 28,43 (C4); 31,65 (C5);336(C3); 89,80 (C1); 132,98
(C2); 177,36 (C8).
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2.9.3. Aminoproteccion de 2-(2-aminoetoxi)etanol J7para obtener el 9H-

fluoren-9-ilmetil[2-(2-hidroximetoxi)etiljcarbamato (8)

Reactivo Cantidad
2-(2-aminoetoxi)etanol(7) 1,0 mL
9 9-fluorenilmetil-cloroformato 3049
) O O\[-./NH\/\O/\/OH (FMOC-CI)
TN N T ° N,N’-diisopropiletilamina

7 8 (DIPEA) 2,0 mL
Tetrahidrofurano (THF) 21 mL
NaHCG; (ss) 20 mL

Se disolvioé el2-(2-aminoetoxi)etanoljunto con la DIPEA en THF destilado.
Luego se agrego el FMOC-CI teniendo cuidado ya lgudisolucion es levemente
exotérmica. Se agitd a temperatura ambiente porashy media, controlando el avance
de la reaccién por c.c.d. Se rotaevaporé obtengmda aceite anaranjado. El crudo se
disolvié en CHCI,y se extrajo 2 veces con 20 mL de una soluciéon deMHCI cada
una. Las fases organicas se juntaron y se extra@e NaHCGQ@, se secé con N8O,
anhidro, se filtr0 y se rotaevaporo, obteniéndasealido blanco junto con un aceite de
color amarillo. Se purific6 por columna de silical gembrando el residuo en una
pastilla y como solvente de elucion se utiliz6,CH:MeOH 100:2. Se obtuvo un aceite
amarillo.

Rendimiento: 75% Rf: 0,35 en CHCI,:MeOH 100:5

Compuesto 8:

'H RMN (CDCly): (5, ppm) 3,32 (m, 2H, H4); 3,46 (t, 4H,J=4,32 Hz, H2 y H3); 3,64 (t, 2H;d=
4,32 Hz, H1); 4,17 (m; 1H, H7), 4,39 (d, 2H.3 6,72 Hz, H6), 7,27 (dt, 2H;.)= 7,68 Hz, 3.1~ 7,20
Hz, H11 y H16); 7,36 (t, 2H ¢l 7,68 Hz, .1~ 7,20 Hz, H10 y H17); 7,56 (d, 2Hy.1d= 7,68 Hz, H9

y H18); 7,72 (d, 2H,3.11=7,20 Hz, H12 y H15).

%C RMN (CDCl3): (5, ppm) 40,65 (C4); 47,06 (C7); 61,35 (C1); 66,28)19,91 (C2); 72,12 (C3);
119,77 (C12 y C15); 124,83 (C9 y C18); 126,88 (§1D17); 127,50 (C11 y C16); 141,12 (C13 y C14);
143,76 (C8 y C19); 156,59 (C5).
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2.9.4. Activacion del CPCA (5)

2.9.4.1. Activacion con NHS

H.c.  CHs HiC_ CHa Reactivo Cantidad
3 o
g Br>_%\‘/o || [cPca(s) 010g
{ OH . N
— — | NHS 0,046 g
Br [¢]

T ° 7 DCC 0,076 g

Dioxano 10 mL

Se disolvié la DCC en 3,0 mL de dioxano destila&8e.prepard una solucién en
dioxano destilado (7 mL) d€lPCA y la NHS. Se agreg6 desde una ampolla gota a gota
dicha solucion sobre la DCC con agitacion y a teatpea ambiente durante 20
minutos. La solucién se puso turbia y finalmentarapié un precipitado blanco luego
de 24 horas de reaccion. Se controlo el avancea aeidma por c.c.d. Se filtré y se
rotaevapord la solucién de dioxano. Se intentdfipari por columna de silica gel
sembrando el residuo en una pastilla, pero el migneal6é retenido en la columna aun

usando AcOEt como solvente de elucion. Se deslzargaccion.

2.9.4.2. Activacionin situ del CPCA (5) con DCC y acoplamiento con
9H-fluoren-9-ilmetil[2-(2-hidroximetoxi)etillcarbam ato (8)

oo s Hie Reactivo Cantidad
B>—A(OH 8 B>—A(O\/\O/\/NHTO CPCA (5) 0,10 g
— o Br o)

. Compuesto 8 | 0,013 g

[e]
5 Q‘O DCC 0,076 g

Dioxano 10 mL

Se disolvié la DCC en dioxano (3,0 mL) con agitaciBor separado se disolvio el
CPCA (5) y el compuesto 8en 7,0 mL de dioxano. Se agregd gota a gota deasale u
ampolla la ultima solucion a la de DCC durante 20utos a temperatura ambiente y
con agitacion. Se dejo reaccionando por 24 ho@gralando el avance de la misma
por c.c.d. Se formé un sélido blanco el cual sdfiy se descartd. Se rotaevaporo la

solucién y se purificd por columna de silica gehbeando el residuo en una pastilla, y
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como solvente de elucion se utilizé6 hexano:AcOHt e obtuvo un sélido blanco el

cual al analizar el RMN no parecio ser el compudstoterés.

2.9.4.3. Formacion del cloruro de 3-(2,2-dibromovii)-2,2-
dimetilciclopropanmetanoilo (6)
. CHa Hic Reactivo Cantidad
B on B>_A‘/u CPCA() |[16¢g
_ — =
y | o I SOCh 2,0 mL
5 6 CH,Cl, 120 mL

Se disolvio elCPCA (5) en 80 mL de CkCl, destilado. Se agitdé a temperatura

ambiente con un refrigerante de aire. Se agregdaws del mismo el SOLI

rapidamente y se calento en bafio de agua a 50°&gitation por 2 horas. La solucion

se tornd de color caramelo. Se enfrio la mezclaerapératura ambiente y se

rotaevapord. Se hicieron dos agregados sucesivad0dmlL de CHCI, cada uno,

rotaevaporando luego de cada agregado. Se guaresidiio en el freezer.

2.9.5. Acoplamiento del 9H-fluoren-9-ilmetil[2-(2-
hidroximetoxi)etiljcarbamato (8) con el 3-(2,2-dibomovinil)-2,2-
dimetilciclopropanmetanoilo (6) para dar el 3-(2,Hibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropancarboxilato de 2-(2-{[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonilolamino}etoxi)etilo (9)

Reactivo Cantidad
e CHs Hic Compuesto 6 | 1,8 g
B>—A(O L, B}_A(O\/\O/\/NHTO C.o.m-puestos 2,29
o/ I B o o Piridina 1,0 mL
° 9 Q‘O CH,Cl 96 mL

Se disolvié elcompuesto 6en 33 mL de ChkCl, destilado. Por otro lado se

disolvié elcompuesto 8en 33 mL de CkCI, destilado junto con la piridina. Desde una

ampolla se fue agregando esta ultima solucion dataeterior, previamente enfriada en

bafio de hielo. Una vez finalizado el agregado $@& ldemezcla 10 minutos a 0°C y
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luego 3 horas a temperatura ambiente con agitac@drolando el avance de la misma
por c.c.d. Se rotaevaporé y luego se disolvio emB0de CHCI, y se extrajo con 20
mL de agua destilada. Se repitid la extraccion agua. Se sec6 la fase organica con
NaSO, anhidro, se filtr6 y rotaevapord. Se purificd poslumna de silica gel
sembrando el residuo en una pastilla, y como stdvede elucion se utilizo
hexano:AcOEt 7:3.

Rendimiento: 51% Rf: 0,30 en hexano:AcOEt 7:3

Compuesto 9:

'H RMN (CDCl53): (5, ppm) 1,27 (s, 6H, H6 y H7); 1,91 (d, 1Hs.53 8,12 Hz, H5); 1,98 (t, 1Hzd=
8,12 Hz, 3= 8,55 Hz, H3); 3,44 (m, 2H, H12); 3,60 (t, 2Hy.3= 5,13 Hz, H11); 3,69 (m, 2H, H10);
4,25 (m, 3H, H9 y H15); 4,43 (d, 2HyJs 6,84 Hz, H14); 5,27 (s, 1H; NH); 6,80 (d, 1HsJ 8,55 Hz,
H2); 7,35 (t, 2H, b1~ 7,27, Hz H18 y H25); 7,63 (d, 2H,;1& 7,27 Hz; H17 y H26); 7,42 (m, 2H, H19
y H24); 7,79 (m, 2H, H20 y H23).

3C RMN (CDCly): (3, ppm) 14,95 (C6); 27,57 (C4); 28,25 (C7); 31,75)X@5,63 (C3); 40,75 (C12);
47,16 (C15); 63,26 (C9); 66,62 (C14); 68,94 (CBY,99 (C11); 89,27 (C1); 119,90 (C20 y C23); 124,97
(C17 y C26); 126,95 (C18 y C25); 127,60 (C19 y Ca8B,40 (C2); 141,23 (C21 y C22); 143,85 (C16 y
C27); 156,39 (C13); 170,31 (C8).

2.9.6. Desproteccion de 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropancarboxilato de 2-(2-{[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonilo]lamino}etoxi)etilo (9) con piperidina para obtener el 3-(2,2-

dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato de 2-(2-aminoetoxi)etilo (10)

Reactivo Cantidad

HyC CHg

He e Compuesto 9 | 1,6 g
B'>_%\’(°\Ao/\/“”T° SN >—%\,(O\Ao/\/ " Piperidina 3,9 mL

Br o Br o

‘O o Piridina 50 mL
9
Tolueno 29 mL

Se disolvié ekcompuesto 9en piridina agitando durante 5 minutos a tempeaatu
ambiente. Se adiciond con jeringa la piperidinatddearon alicuotas a los 5 minutos y
a los 20 minutos de reaccion. A cada alicuota ssgtegaron 2 mL de tolueno y se
rotaevapord. Se redisolvio en el minimo volumerialigeno y se siguié por c.c.d. Se
cortd la reaccion luego de 1 hora y se rotaevagmuda eliminar la piridina,

obteniéndose un sdlido blanco. Se redisolvio ametwd (25 mL) y se rotaevapord para
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eliminar todo resto de piridina. Se purifico polduwona de silica gel sembrando el
residuo en una pastilla, y como solvente de elus®nutiliz6 hexano:AcOEt 7:3. Se
obtuvo un aceite amarillo.

Rendimiento: 75% Rf: 0,42 en EtOH con 2% de trigtamina

Compuesto 10:

'H RMN (CDCly): (8, ppm) 1,25 (s, 3H, H6); 1,27 (s, 3H, H7); 1,911H, J.= 8,24 Hz, H5); 1,98 (t,
1H, 3= 8,24 Hz, d= 8,70 Hz, H3); 2,27 (s, 2H, NH); 2,91 (s, 2H, H12)5 (t, 2H, 4.1~ 5,04 Hz,

H11); 3,69 (t, 2H, b= 4,58, H10); 4,23 (m, 2H, H9); 6,77 (d, 1H3J 8,70 Hz, H2).

%C RMN (CDCl5): (3, ppm) 14,95 (C6); 27,53 (C4); 28,28 (C7); 31,73)@35,59 (C3); 41,47 (C12);
63,35 (C9); 68,84 (C10); 72,92 (C11); 89,14 (CBB,84 (C2); 170,33 (C8).

2.10. Estabilidad de 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimelciclopropancarboxilato de 2-
(2-aminoetoxi)etilo (CPCA-NH;, 10) en buffer Tris-HCI 10mM pH 7,6

Reactivo Cantidad
Compuesto 10 0,0404¢
MeOH 0,50 mL

Buffer Tris-HCI 10 mM pH 7,6/ 1,0 mL

Se disolvio elcompuesto 10en la minima cantidad de MeOH y se le agregé el
buffer Tris-HCI. Se dejoé con agitacion a temperatumbiente por 24 horas siguiendo la

reaccion por c.c.d.

2.11. Optimizacion de las condiciones para la cudfitacion de la inmovilizacion
por CG

2.11.1 Método para correr CPCA-NH
Método bp2:

Gascarrier N, (30 psig)
320°C /2,0 mi Inyector: T = 280°C; V = 1L;
consplitrazén 20:1

Detector (ECD): T = 375°C;
Gas auxiliar N (30 mL/min)

300°C

10°C / min
45°C [ mir

190°C /1,5 min
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2.11.2. Derivatizacion del 3-(2,2-dibromovinil)-2,2
dimetilciclopropancarboxilato de 2-(2-aminoetoxi)elo (10) con anhidrido
trifluoroacético para dar el 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato
de 2-{2[(trifluoroacetil)amino]etoxi}etilo (CPCA-NH COCF3, 11)

HaC CHg
F
X _ O\/\o/\/NH2 — Bf>_/ﬁ\/o\/\ /\/NH\/'\
| — ] ’ [+
o Br o}
11

Br Ie)
10

2.11.2.1. Derivatizacién con aislamiento del comps 11 y posterior

purificacion

Reactivo Cantidad

Compuestol0 0,050 g
CH.Cl, 2,0 mL

Trietilamina 50 L

Anhidrido acético | 50 uL
MeOH 5,0 mL

Se disolvio con agitacion ebmpuestol0en CHCI, junto con la trietilamina. Se
colocé la mezcla en un bafio de hielo/agua y segaddemtamente el anhidrido acético.
Se dej6 con agitacion por 30 minutos. Se cort@aaceion por agregado de MeOH y se
rotaevapord obteniéndose un aceite amarillo. Sdigiupor columna de silica gel
sembrando el residuo en una pastilla y como savete elucion se utilizo
hexano:AcOEt 9:1. Se obtuvo un aceite amarillo.

Rendimiento: 53% Rf: 0,89 en AcOEt con 1% de trislamina

Compuesto 11:

'H RMN (CDCl5): (3, ppm) 1,27 (s, 3H, H6); 1,29 (s, 3H, H7); 1,891#, J.= 8,55 Hz, H5); 2,00 (t,
1H, L= 8,55 Hz, = 8,55 Hz, H3); 3,60 (m, 2H, H12); 3,66 (m, 2H, H13,72 (t, 2H, 4.+~ 4,70,
H10); 4,26 (m, 2H, H9); 6,80 (d, 1H,.3¥ 8,55 Hz, H2).

%C RMN (CDCly): (5, ppm) 14,92 (C6); 27,68 (C4); 28,28 (C7); 31,68)(35,74 (C3); 39,55 (C12);
63,08 (C9); 68,60 (C10); 69,16 (C11); 89,39 (C1)4,64, 116,94, 117,62 (C14); 133,32 (C2); 157,04,
157,33 (C13); 170,33 (C8).
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2.11.2.2. Derivatizaciorin situ sin aislamiento del compuesto 11

Reactivo Cantidad
Compuestol0 0,0054 g
Tolueno 3,8 mL
Trietilamina 10puL

Anhidrido acético | 5,0uL
MeOH 1,5mL

Se prepar6 una solucion debmpuesto 10 similar a la solucién inicial de
inmovilizacién sobre el soporte solido. Para & disolvié el producto en 0,25 mL de
tolueno, resultando una solucién de concentracipx 20 ppm. Luego, se tomaron 5,0
uL de dicha solucién (1,1 x TQy de(10)) y se mezclaron con 2,0 mL de tolueno, la
trietlamina y el anhidrido acético. Se dej6 a termafura ambiente con agitacion
ocasional por 1 hora. Si se considera un rendimidet 100%, la concentracion del
compuesto 1len la solucién final seria 67 ppm. Una vez trangbo ese tiempo, se
prepararon diferentes diluciones de dicha soluetdtolueno:MeOH 1:1 para finalizar
la reaccion, dejando la mezcla por 1 hora con @gQitaocasional a temperatura

ambiente. Finalmente se analizaron dichas mugstraS8G-ECD.

2.11.3. Método para correr CPCA-OCH(CR);

Método HFPCPCA2:

300°C

Gascarrier N, (30 psig)
40°C / min | Inyector: T = 300°C; V = L
. Detector (ECD): T = 375°C;
10°C / min Gas auxiliar N (30 mL/min)

150¢

40°C / min
120°C /0,5 min

2.11.4. Derivatizacion de CPCA (5) con 1,1,1,3,3i@&xafluoropropanol para
dar 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato de 2,2,2-trifluoro-1-
(trifluorometil)etilo (12)
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Reactivo Cantidad
o CHg N . CPCA (5) 0,51¢
. o B o FI"CH,CI, 30 mL
F
— ‘ ‘ F N,N’-diisopropilcarbodiimida

Br ° o ° N 0,80 mL

5 12 (DIC)
1,1,1,3,3,3-hexafluoropropanol

0,54 mL

(HFP)

Se disolvié con agitacion €IPCA (5) en CHCI,. Se agreg6 la DIC y el HFP y se

dej6é con agitacion por 2 horas. Se rotaevaporonabidose un solido blanco. Se

purifico por columna de silica gel sembrando eidtes en una pastilla, y como solvente

de elucién se utilizé hexano:AcOEt 9:1. Se obtunasdlido blanco.

Rendimiento: 80%

Compuesto 12:

Rf: 0,92 en hexano:AcOEt 8:2

IH RMN (CDCl 3): (8, ppm) 1,50 (s, 3H, H6); 1,57 (s, 3H, H7); 2,50 @H, H5 y H3); 6,89 (m, 1H, H);

6,93 (d, 1H, ds= 7,78 Hz, H2).

13C RMN (CDCly): (5, ppm) 14,90 (C6); 27,23 (C7); 29,46 (C4); 30,4B)C36,48 (C3); 66,27 (C9);
91,27 (C1); 132,69 (C2); 120,98 (C10 y C11); 16728).

2.12. Inmovilizacién del CPCA-NH (compuesto 10) sobre el soporte sdlido

2.12.1. Soporte s6lidoECH Sepharose 4B

2.12.1.1. Cuantificacion indirecta

Reactivo Cantidad
Compuestol0 0,0204¢
ECH Sepharose 48 0,74 g
DMF 53 mL
EDC 0,040¢g

Se determiné la densidad aparente de la redira0(74 g/cm). Se lavé 3 veces

una porcién de resina con 15 mL de DMF, centrifagaB minutos para separar el

sobrenadante. Se agrego6 al pellet de la tercetaifagacion 3 mL de DMF y se lo
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coloco en una jeringa para poder escurrir el soévpar decantacion. Se tomaron 0,74 g
de pellet (1,0 mL; 1,4 x T0moles de C@H) y se suspendieron en 4,0 mL de DMF. Se
agregé la EDC (2,1 x 10moles). Se agité a 120 rpm y 25°C por 1 hora. Segsgel
compuesto 10disuelto en 1,0 mL de DMF y se continu6 agitandiolas mismas
condiciones por 48 horas (C/EDC).

Se tomaron alicuotas de 940 en funcion del tiempo y se derivatizaron segun el
protocolo mencionado anteriormenteer( 2.11.2.2). Las alicuotas derivatizadas se
inyectaron en el CG — ECD (método bp2).

Control negativdcontrol, SIEDC): Se realizé un experimento blaexactamente igual

pero sin el agregado de EDC (activante).

Curva de calibraddSe prepar6 una solucion 520 ppm en toluencal®puesto 10y se

derivatizé segun el protocolo mencionado anteriowmézer 2.11.2.2), resultando una
solucion madre 3,2 ppm debmpuesto 11 Se prepararon diluciones de dicha solucion,

las cuales se inyectaron en el CG — ECD (métodd bp2

2.12.1.2. Cuantificacion directa

Reactivo Cantidad

ECH Sepharose 4B/EDC | 0,020 mL
NaOH 5%m/V 2,0mL
EtOH 96% 2,0mL
NH; (c) 1,0 mL
H,SO, 209%m/V 2,0 mL
Tolueno 2,0 mL
DIC 10puL

HFP 10puL

Se realizaron 4 lavados sucesivos de la resin#jfogiando luego de cada lavado
a 3000x gy 25°C por 10 minutos, con 1,0 mL de la soluciérN&OH por duplicado,
luego con 1,0 mL de agua y por ultimo con 1,0 mlEt@H. Se llevo a sequedad y se le
agreg6 1,0 mL de EtOH y 1,0 mL de blft). Se calento en bafio de agua a 40°C por 5
horas. Se tomé el sobrenadante y se centrifugd@ 8@ y 25°C por 10 minutos. Al

pellet se le agregd 1,0 mL de agua y se centrifuggvamente. Se juntaron los dos
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sobrenadantes y se rotaevaporo el solvente. Aluesibtenido se le agrego6 elF0, y

se control6 que el pH esté entre 0 y 1. Se extrajpl,0 mL de tolueno. Se separd la
fase organica y se repitid la extraccion de la fasgeosa con tolueno. Ambas fases
organicas se juntaron, se secaron cosSRanhidro y se filtré. Al sobrenadante se le
agrego la DIC y el HFP y se agité a temperaturai@mid por 2 horas y 30 minutos. Por
altimo las muestras se inyectaron en el CG - ECBt¢ao HFPCPCAZ2).

Control negativo(control; S/IEDC): Se realizé un experimento exaetate igual pero
trabajando coCH Sepharose 4B/EDC.

Curva de calibradoSe preparé una solucion 10120 ppmQ@eCA en tolueno y se

derivatizé segun el protocolo mencionado anteriotedver 2.11.9, resultando una
solucion madre 1,5 ppm debmpuesto 12 Se prepararon diluciones de dicha solucion,
las cuales se inyectaron en el CG — ECD (métodadHFA2).

2.12.2. Soporte solidoBcMag Carboxy-terminated Magnetic Beads

2.12.2.1. Cuantificacion indirecta

Reactivo Cantidad
Compuesto 10 0,0050 g
BcMag Carboxy-terminated Magnetic Beafd$,50 mL
DMF 4,8 mL
EDC 0,0050 g

Se tomaron 50QL de una suspension Beads(2 pumoles de COOH) y se lavaron
4 veces con 1,0 mL de DMF, separando por imanta@mpada paso y descartando el
sobrenadante. Se agregaron 600 de DMF y la EDC. Se agité por 1 hora a
temperatura ambiente. Se disolvibcempuesto 10en 150uL de DMF y se agreg6
dicha solucién a lobeads Se dej6é agitando a temperatura ambiente poerlpidb que
corresponda (C/EDC).

Se tomaron alicuotas depfh en funcidén del tiempo y se derivatizaron segun el
protocolo mencionado anteriormenteer( 2.11.2.2). Las alicuotas derivatizadas se

inyectaron en el CG — ECD (método bp2).
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Control negativo(control, S/IEDC): Se realizd un experimento exaetate igual pero

sin el agregado de EDC (activante).

Curva de calibraddSe prepar6 una solucion 520 ppm cdahpuesto 1Cen tolueno y se

derivatizé segun el protocolo mencionado anterioteézer 2.11.2.2), resultando una
solucion madre 3,2 ppm debmpuesto 11 Se prepararon diluciones de dicha solucién,
las cuales se inyectaron en el CG — ECD (métodd bp2

2.12.2.2. Cuantificacion directa

Reactivo Cantidad
BcMag Carboxy-terminated Magnetic Bedd&DC | 0,070 mL
NaOH 5%m/V 1,0 mL
EtOH 96% 0,80 mL
NH; (c) 1,0 mL
H,SO, 20%m/V 2,0 mL
Tolueno 2,0 mL
DIC 10puL
HFP 10pL

Se realizaron 4 lavados sucesivos deleads con 0,50 mL de la solucion de
NaOH por duplicado, luego con 0,50 mL de agua y(mo con 0,50 mL de EtOH.
Se llevd a sequedad y se resuspendio en 0,50 nidt@id. Se toman 0,070 mL de la
misma y se le agregd 0,30 mL de EtOH y 1,0 mL deg k)l Se calentd en bafio de
agua a 40°C por 5 horas. Se separo6 el sobrenaglahteellet se le agregé 1,0 mL de
agua. Se separo el sobrenadante nuevamente yt8ecpmel anterior. Se rotaevaporo
el solvente. Al residuo obtenido se le agreg6 8® y se controlé que el pH esté entre
0 y 1. Se extrajo con 1,0 mL de tolueno. Se sefmr@se organica y se repitid la
extraccion con tolueno de la fase acuosa. Amba&s fagyanicas se juntaron, se secaron
con NaSQO, anhidro y se filtré. Al sobrenadante se le agrieddIC y el HFP y se agito
a temperatura ambiente por 2 horas y 30 minutasulfmo las muestras se inyectaron
en el CG-ECD (método HFPCPCA2).

Control negativo(control; S/IEDC): Se realizé un experimento exaetate igual pero

trabajando coBcMag Carboxy-terminated Magnetic Be&I&DC.
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2.13. Preparacion de la pre-columna de seleccionEBEX-Negativa)

Reactivo Cantidad
Compuesto 7 0,0050 mL
BcMag Carboxy-terminated Magnetic Bead$,10 mL
DMF 1,023 mL
EDC 0,0050 g

Se lavaron lodeads3 veces con 0,30 mL de DMF, separando por imajriaen
cada paso y descartando el sobrenadante. Se agréga? mL de DMF y la EDC. Se
agitod por 1 hora a temperatura ambiente. Se dsehdompuesto 7en 3uL de DMF y
se agrego dicha solucion a lesads Se dejé agitando a temperatura ambiente por 120

horas.

2.14. Disefio del proceso de SELEX

2.14.1. Deteccion de pequefias cantidades de Alpbr electroforesis planar

2.14.1.1. PAGE al 20% en condiciones desnaturaliz&s

Se utilizaron minigeles de 10 x 8,2 cm aproximadamégespaciador de 0,75

mm). Para 2 minigeles se utilizo:

Reactivo Cantidad
AcrilamidaN,N-metilenbisacrilamida (38:2) 6,7 mL
TBE 5X 1,0 mL
Persulfato de amonio 10% 134pL
TEMED 7,0uL
Agua estéril 2,3mL
Urea 50¢g

Se utilizé la cubaminiprotean tetra de Bio-RadSe mezcld la solucion de
acrilamidaN,N-metilenbisacrilamida, el buffer TBE y el agua. Senic6 por 15
minutos para eliminar el oxigeno disuelto y se ggrel TEMED vy el persulfato de

amonio. Se armaron los geles dejando polimerizar4pominutos y se realizé una
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precorrida a 300 V en buffer TBE 1X por 45 minut8s.sembraron X mL de ADN en
0,002 mL de buffer de siembra desnaturalizantecdreda se realizo en buffer TBE 1X
a 300 V por 1 hora y 15 minutos. Una vez finalizéal@orrida, se realizd la tincién

correspondiente del mismo.

2.14.1.2. Geles de agarosa al 2%

Reactivo Cantidad
Agarosa 1049
TBE 1X 50 mL

Agente de tincion X pL

Se suspendio la agarosa en el buffer TBE. Setdéahasta ebullicién y cuando se
empieza a enfriar se le agrego el agente de tinSérmlejo gelificar en oscuridad por 20
minutos en la cuba electroforética (peine 10 x.138 sembraron XIL de ADN en
0,002 mL de buffer de siembra no desnaturalizdr@eorrida se realizé en buffer TBE
1X a 100 V por 30 minutos. Una vez finalizada larida, se observan las bandas

directamente en el transiluminador.
2.14.2. Purificacion de las secuencias de ARN
2.14.2.1. Precipitacién corGlycogen
Se mezclo la muestra con 2,4 voliumenes de isopobfida (4°C) y exceso de
glycogen(5 pL). Se dejo 48 horas a -18°C. Se centrifugé a 5°CLQO0 rpm por 5
minutos. Se descartd el sobrenadante y se remticehtrifugacion. Se dejo a
temperatura ambiente. Se resuspendié en el voluoeaspondiente de agua MilliQ

estéril y se corroboro la efectiva recuperacionAd2N¢s por absorbancia (232 nm).

2.14.2.2. Purificacion con Kit comercial DNA Clean &

ConcentradorTM?)

Se mezclo la muestra con 5 volumeneD8EA Binding Buffer Se agitdé con el

vortex. Se transfirio la mezcla a la columna corubo colector. Se centrifugd a 10000
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X g por 1 minuto. Se transfirié la columna a otro tubtector y se le agreg6 2( de
Wash Buffer Se centrifugd a 10000 g por 1 minuto. Este ultimo paso se realizé por
duplicado. Se transfirio la columna a otro tubcectr y se eluyo el ADNcon 20uL

de agua MilliQ estéril centrifugando a 10006 gor 1 minuto.

2.14.3. Amplificacion por PCR simétrica

Se trabajo con material autoclavado. Se prepardnaséer mixpara un volumen
final de cada PCR de %0 (1 pL de BiblioADN s+ 49pL de master mix

Master Mix
Master MixA Master MixB
Reactivos V(L) Concentracion final | V(uL) |Concentracion fingl
Buffer 10X PCR 5,0 1X 5,0 1X
d'NTPs 10 mM c/u 1,0 200uM 1,0 200uM
Primer up 13,3uM 0,77 0,20uM 1,9 0,50puM
Primer down 20,5uM 0,48 0,20uM 1,2 0,50puM
Taq 5 UL 0,20 1U final 0,20 1U final
Agua MilliQ autoclavada 41,55 -- 40,70 --
Programa :
Belen2 95°C /1 mil 95°C /30 seg :
72°C /30 segj 72°C /10 min
52,2°C /1 min
N _ 4°C
YT
35 ciclos
Programa
Belen4

95°C / 1 mit} 95°C / 10 seg

72°C/2segi 72°C/10 min

52,2°C /10 seg

4°C

—~
35 ciclos
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Programa
Belen5 95°C / 1 mit} 95°C / 10 seg

72°C/4segi 72°C/10n

52,2°C /10 seg

4°C

V

35 ciclos

2.14.4. Marcacion de la BiblioADNs

Se prepararon diversas diluciones BePrimer up en agua MilliQ estéril. Los
espectros de fluorescencia en estado estacionaoorf determinados en un
espectrofluorometroVarian Cary Eclipse equipado con un soporte multicubeta
termostatizado mediante un sistepsdtier. Los espectros de emision fueron corregidos
por la sensibilidad del detector. Las concentrasote los fluoréforos se ajustaron de
manera de que su absorbancia sea menor a 0,1 & afectos de filtro interno,
autoapagamiento, etc.

Condiciones: excitacion 480 nm; emisiéon 490-700 (méaximo 515 nm);slits

excitaciéon/emisién (10/10); PMMedium

2.14.5. Acondicionamiento de los productos de PCR

2.14.5.1 Beadsmodificados con estreptavidina

2.14.5.1.1.Streptavidin Magnesphere Paramagnetic Particl€SA-
PMPs)

Se tomo la cantidad correspondiente de SA-PMPsy(@ienADN requiere 0,6 mL
de SA-PMPs). Se separé magnéticamente el sobreeaglase descartd. Se lavé por
triplicado con 30QuL de buffer SSC 0,5X. Se resuspendio en fiD0de buffer SSC
0,5X. Por otro lado, se llevé la cantidad de ADNirmavolumen final de 50QIL en
buffer SSC 20X y agua MilliQ estéril, de forma thd que la concentracion final del
buffer sea 5X. Se mezclaron las SA-PMPs con el AB&andolo por 10 minutos a

temperatura ambiente con agitacion suave ocasiemémSe separd el sobrenadante
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magnéticamente. Se lavaron las SA-PMPs por cuatgn con 30QL de buffer SSC
0,1X. La elucién del ADN se probé por agregado sieL de:

= HxO MilliQ estéril a 25°C

= HxO MilliQ estéril a 37°C

= HyO MilliQ estéril a 90°C

= NaOH 0,15 M a 37°C

= NaOH 0,15 M a 90°C

En todos los casos, se separé el sobrenadante ticagmEnte. Se evaporaron las

muestras a sequedad y se re-suspendieron eplL2@e agua MilliQ estéril, para

cuantificar por absorbancia.

2.14.5.1.2. Dynabeads M-280 Streptavidin (DB-MS)

La capacidad de union de llmsadsresultod ser:

Blanco biotinilado | Reconocimiento/mL
ADN s (g) 10
ADNgs (pmol) 200

Se tomo la cantidad correspondiente de DB-MS ygsega igual volumen de
B&W buffer, o como minimo, 1,0 mL del mismo. Se &&p magnéticamente el
sobrenadante y se descartd. Se resuspendio ersmbmblumen de B&W buffer 2X
qgue se utilizé inicialmente. Por otro lado, se dlda cantidad de ADN a un volumen
final de 1,0 mL en agua MilliQ estéril, de formadae la concentracion final del NaCl
sea 1 M. Se mezclaron las DB-MS con el ADN, dejémgor 15 minutos a 20°C con
agitacion suave ocasionalmente. Se separ6 el sataete magnéticamente. Se lavaron
las DB-MS por triplicado con 1,0 mL de B&W buffeX1lLa elucién del ADN se probo
por agregado (15 minutos) de 1,0 mL de:

= HxO MilliQ estéril a 20°C
= H,O MilliQ estéril a 90°C

En todos los casos, se separd el sobrenadante ticagmgnte. Se evaporaron las
muestras a sequedad y se re-suspendieron erul3afe agua MilliQ estéril, para

cuantificar por absorbancia.
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2.15. SELEX-Negativa (Ciclo 1 y Ciclo 2)

Se disolvieron 2,5 nmoles de BiblioADN ss en 500uL de Buffer debinding
SELEX. Se calentd la solucién a 90°C por 10 minuseguido de un enfriamiento
rapido a 4°C por 15 minutos. Finalmente, se lle2&<C por 10 minutod1).

Se incubd dicha solucién con la cantidad BeMag Carboxy-terminated
Magnetic beadsnodificados con dinker (6,25uL (0,025 nmoles) de una suspension
de beads 4 nmoles/mL), con agitacion suave por Bfutos a 25°C. Se separé el
sobrenadante magnéticamer$d)( Los beadsse incubaron con 1Q@L de agua MilliQ
estéril a 90°C por 15 minutos y se separd el selol@mne magnéticament83j. Se
juntaron los dos sobrenadant&l (+ S2) y se fracciond en 4 porciones iguales. Se
precipitaron las muestras con glycogen siguiendo pebtocolo mencionado
anteriormente (ve2.14.2.1). Se re-suspendié cada fraccion en il0de agua MilliQ
estéril y se juntaronSQ). Se cuantificaron todas las muestrs ( S1, S2y S3) por
absorbancia. Se evaporaron las muestras a sequesadtilizé elpelletde la muestra

S3como pool inicial para el siguiente ciclo de SEL-RE¥gativa Ciclo 2).

2.16. Procedimientos generales

2.16.1. Tincién con Nitrato de Plata (para PAGE)

1. Fijacion del gel: se sumergi6 el gel por 10 minwgosuna solucion 10% de
EtOH y luego, 3 minutos en una solucion 1% de HNO

2. Serealizaron 2 lavados sucesivos con agua destilad

3. Tincién: se sumergi6 el gel por 40 minutos en wiacson 0,1% de AgN®
+ 0,15% de formaldehido 36%.

4.  Se realiz6é un lavado con agua destilada.

5. Revelado: se sumergi6 el gel por 10 minutos enmiD@e una solucién 3%
de NaCQO; + 100pl de formaldehido 36% + |2 de NaS,03; 2 mg/100 ml.

6. Solucién stop: se sumergio el gel en una solucti tle acido acético por

5 minutos.
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2.16.2. Tincién conSybr Safe

1. Geles de agarosa: se agrego directamernié 8el reactivo al gel en el
armado del mismo. Luego de la corrida se reveléopservacion directa de las bandas
en el transiluminador.

2. PAGE: se diluy6 1:10 el reactivo en buffer TBE 1Xiego de la corrida, se
incubd el gel por 30 minutos protegido de la luzoy agitacion suave. Se observaron

las bandas en el transiluminador.

2.16.3.Tincién con Bromuro de Etidio

Geles de agarosa: se agreyyb L del reactivo 0,5ug/mL en el gel durante el
armado del mismo, resultando una concentraciér Sna 10® ug/uL. Luego de la

corrida se lo reveld, por observacién directa debndas en el transiluminador.
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3.1. Objetivo

El objetivo de este capitulo es evaluar la faétlad de desarrollo de un
aptasensor electroquimico (sensor E-AB) desde ngppetiva de las diferentes etapas
involucradas. La combinacion del uso de aptamems métodos de deteccion
electroquimica permite sensartangetde forma rapida, simple y con bajo costo.

Se trabajo con el aptamero comercial que reconderasina/ATP desarrollado
por Szostak (ver 1.5.1), como modelo para este desarrollo. La adenosinane
nucledsido enddgeno en todas las células humanasjugga un rol esencial en el
sistema cardiovascular y nervioso del cuerpo hufffardemas, esta involucrada en la
expansion de la arteria coronaria y mejora el fdgosangre. Es por esto que resulta
importante en diagndstico clinico, el monitoreossae, simple y especifico de dicha
moléculd®®. Ademas, tanto la adenosina como sus nucledtidddP( adenosin
difosfato y ATP) han sido muy usados como sistemaslelos en el desarrollo de
ensayos basados en aptamkros

Se optimizaron las condiciones de inmovilizacion dptamero sobre una
superficie de oro (grupo de anclaje, concentrad@éaptamero, etc.), para luego evaluar
las mejores condiciones para el reconocimientaatget Se avanzo, entonces, en la
construccion del sensor E-AB, cuyo principio decionamiento se basa en los sensores
electroquimicos del tipmolecular beacomlesarrollados por Heeger y colaboradbfes
La presencia ddhrgetinduce un cambio conformacional, el cual se puestiucir en
una respuesta electroquimica cuantificH3#>*>(ver Figura 3-1).

En una segunda etapa, se trabajo en la optimizatgdla respuesta de dicho
sensor, buscando por un lado, las mejores condisipara introducir en el aptamero el
marcador electroquimico, y por otro lado, mejosardspuesta electroquimica de dicho
marcador (verFigura 3-1). Para esto ultimo, se trabajé con un sistema hode
simplificado, el 3-MPA, de forma de poder estudaintroduccion del Fc (marcador
electroactivo).

La generacion de la sefial en los sensores E-ABtipel TISS (verl.4.2.1)
proviene del acercamiento del Fc a la superficieetertrodo (verFigura 3-1). Esto
puede no ocurrir siempre, ya que el cambio confolomal que sufre el aptamero en
presencia deltarget podria acercarsignal-on o alejar §ignal-of) el Fc de la
superficie, dependiendo de la estructura Unicaag&imero con diarget en cuestion.

Por otro lado, en el sensado de moléculas orgapeasefias, como es el caso de la
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adenosina, se busca magnificar el pequefio camlnforosacional generado por el
reconocimiento de dichas moléculas, en una sefial,eq este caso es de naturaleza
eléctrica. Para superar estas limitaciones, seepuedlicir la superficie del electrodo
alcanzando un tamafio similar al aptam&nglo usar secuencias aptaméricas mas largas
que la region de reconocimiento o secuencias conglarias al aptamero, de forma

tal de inducir un cambio estructural detectable.

/ Condiciones de 3
reconocimiento
: - Concentracion de aptamero |

|- Efecto del separador

Cond|C|0n(_e§ de P Fc
marcacion
- Solvente
- Purificacién Ad Ad
e . / e ‘
Ad
{ Condiciones
===~ | de generacion |
{ desenal
B y e y
Condicionesde %
| inmovilizacién =~ <<zizzi: -
! L Q 3-MPA
i - Grupo de anclaje ll
] /\/\
. - Concentracion 3 OH
\ - Efecto del separador Au

Figura 3-1.Representacion esquematica de la arquitectursedsbr E-AB de tipo TISSignal-ony las

condiciones que se optimizaron. GA: grupo de aeckg: ferroceno; Ad: adenosina.

En este sentido, se han reportado sensores E-Adh@almente generalizables
(ver Figura 3-2), cuyo principio de funcionamiento involucra esglazamiento de una
secuencia de ADN complementaria al aptamero (dedlzacion), inducido por la
presencia detarget (E-AB de tipo TREAS, verl.4.2.1.1)'%%2 En presencia del
target se estabiliza la estructura terciaria del aptamgue desnaturaliza la secuencia
de ADNys, liberando la secuencia complementaria de ADNJadenisma forma que
ocurre en solucidf’. El Fc esta inicialmente distante de la superfitsibelectrodo, por
lo tanto no puede intercambiar electrones eficraptdge con el mismo (estadd OFF
Figura 3-2. Luego del reconocimiento, el Fc se acerca aipeer$icie del electrodo y

genera una sefal electroquimica mediele QN Figura 3-2.
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Fc

Ad Ad

et OFF
Ad
Fc

et ON

Au Au

Figura 3-2.Representacion esquematica de la arquitectursedsbr de tipo TREAS. GA: grupo de

anclaje; Fc: ferroceno; Ad: adenosina.

En este sentido, se realizaron aportes para eldars@un sensor de tipo TREAS.
Se trabajo, en la construccién de secuencias de gADMizando el aptamero y
secuencias complementarias de diferentes longit@ckstidad de nucleétidos), de
forma tal de evaluar, luego, la competencia erarestructura de ADiN Yy el target
(Ad). La capacidad del aptdmero para unirse al midepende del plegamiento y de la
estructura tridimensional, la cual se ve afectadalgs condiciones y el buffer de
incubacion. Se probaron, entonces, diferentes cmmais para dicho reconocimiento en
solucion (temperatura y tiempo de incubacion, casigpdn del buffer de incubacién,

etc.) usando las estructuras de ARHE distinto tamafd={gura 3-3.

{ Condiciones de :

i hibridizacion
M
A
Ad

i Condiciones de |
i reconocimiento |

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, -

Figura 3-3.Representacion esquemética del proceso de hiaeidiz y de deshibridizacion por

reconocimiento dehrgeten solucion. Ad: adenosina.
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3.2. Sistema modelo: Aptamero para ATP

3.2.1. Determinacién de la densidad superficial dedptdmero inmovilizado

sobre una superficie de oro

El objetivo de estos experimentos fue corroboralicy cuantitativamente la
efectiva inmovilizacidon del aptdmero para APP(-ATP ) por dos métodos diferentes:

> Ensayos de marcacién cofiP (método radioquimico): se marcan las
secuencias de ADN para luego cuantificar la maethoactiva, y por lo tanto, la
cantidad de ADN inmovilizadd®

>  CronoQ (método electroquimico): se cuantifica laticead de marcador
redox catiénico que compensa los residuos fosfat@A\BN inmovilizado. Dicha carga
es directamente proporcional a la densidad supsrélel ADN"*

Se trabajo con diferentes secuencias modificadasptiemero (veFigura 3-4):

v 5Ts-Apt: posee 5 grupos T¥ los cuales permiten el anclaje a la superficie
de oro a través del azufre.

v T-Apt: no posee ningun grupo de anclaje. Permitié evddisanteracciones
inespecificas a través de los atomos de nitrégendasl bases del aptdmero a la
superficie de ort® (ver1.4.3.1).

v Cg-S-S-G-Apt: posee un puente disulfuro en el extremo 5. E$ma
puede ser reducido, de forma tal, de obtener upogtiol que permite el anclaje a la

superficie de oroHS-Cg-Apt).

3.2.1.1. Método radioquimico

Se marcaron las secuencias del aptan®Fs;Apt y T-Apt, cony->P-ATP y la
enzima T4 polinucledtido quinasa. Dicha enzimalzada transferencia de un grupo
fosfato marcado coffP al extremo 5’ de la secuencia de ADN.

Ambas secuencias se purificaron y se corrobor6 anesliPAGE la integridad de

las mismas, observandose una Unica banda en Eslgelo del proceso de marcacion.
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\ 5Ts-Apt : 5-TsTsTs TsTsT TTT TAC CTG GGG GAG TAT TGC GGA GGA AGG T -3' \
7

‘ T-Apt: 5-TTT TTA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG GT -3' ‘

‘ C,-S-S-C,-Apt: CHS-(CHZ) H,)-5-TTT TTA CCT GGG GGA GTATTG CGG AGG AAG GT -3'

T B

‘ HS-CG-ADI: HS-(CH,)¢-5'-TTT TTA CCT GGG GGA GTATTG CGG AGG AAG GT -3' ‘ CG-SH: CH,-(CH,)s-SH

Figura 3-4.Secuencias modificadas del aptamé&ms-Apt, T-Apt y C-S-S-G-Apt (HS-Ce-Apt). En

rojo, grupo Ts; en azul, secuencia del Apt-ATPyere, grupo disulfuro/tiol.

Se prepararon diluciones seriadas de ambas seasanarcadas con soluciones
de aptamero no marcado (0,088 — 55 uM) y se realizé una curva de calibrado de
5Ts-Apt marcado§Ts-Apt*) en papel de filtro para poder luego, al inmowitla sobre
la superficie de oro, cuantificar comparativameatéensidad superficial de los mismos
(Figura 3-5, en ambos casos utilizando BhosphoimagerConsiderando el tamafio de
la gota sobre la superficie del papel (0,010 misabiendo la concentracion d&ls-

Apt* depositada, se pudo estimar el nimero de molépatasnidad de area.

40000 |
35000 |
30000 {
25000 { @
20000 |

15000 - y=mx+b

10000 - m (cn?) | (492 + 1) x 162
b (-11£3) x 10
5000 1 R? = 0,9999
0

0,0E+00 2,0E+13 4,0E+13 6,0E+13 8,0E+13

Intensidad

Moléculas de 5Ts-Apt */cm?

Figura 3-5.Curva de calibrado dé&iTs-Apt*. Inserto: Imagen escaneada de los distintos puntos de la

curva de calibrado.
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Se limpiaron laminas de oro policristalino con sada pirafia y se inmovilizaron
las diferentes diluciones d&&'s-Apt sobre la superficie de las mismas. Posteriormente
se realizdé un tratamiento con MCH. El objetivo dehd tratamiento fue evaluar la
eficiencia del mismo como separador para remover gjiminar las interacciones
inespecificas entre los nitrégenos de las basessyperficie de of6® Finalmente, se
cuantifico la densidad superficial, utilizando lava de calibrado en papel.

Los valores de moléculas 8&s-Apt por cnf antes y después del tratamiento con
MCH se presentan en Teabla 3-1 Como se puede observar en la misma, existe una
permanencia de la sefial & luego del tratamiento con MCH, la cual evideriaia
inmovilizacién del 5Ts-Apt. Los valores de densidad superficial obtenidoslaen
inmovilizacién del aptamero modificado con Ts estanconcordancia con los valores
reportados para el anclaje via grupos tioles siparsglor (44 + 4) x 16
moléculas/crf)®®. Trabajos previos de modelado han calculado laided superficial
de secuencias de ADN empaquetadas perpendicularadatsuperficie y con un radio
de seccién estimado de (0,6 - 0,7) nm/cadena,taesid ser de 8 x }dmoléculas/crh
sin considerar los efectos de contraiones y deatsidioi>°. Cabe destacar que dichos
resultados reportados son para secuencias de ADNicadas con grupos tioles y no
con Ts. La presencia de cinco grupos Ts en el pdmtanclaje, disminuiria la densidad
superficial alcanzada ya que estaria ocupando wmemseccion de la superficie del

electrodo.

[5Ts-Apt ] Namero de moléculas/cém
(UM) Antes del MCH| Después del MCH
0,055 (74 +7) x 18 (35 + 4) x 10°

5,5 (49 +5) x 18 (20 + 2) x 16"
40 (20 + 3) x 167 (72 +7) x 16"
55 (50 + 5) x 16 (28 + 3) x 167

Tabla 3-1.Comparacion de la densidad superficial (molécutascpf) obtenidas por métodos
radioquimicos en experimentos independientes (dedimovilizacion dé&Ts-Apt, antes y después del

tratamiento con MCH.

Por otro lado, los resultados obtenidos muestrand@pendencia de la densidad

superficial con la concentracion 8&s-Apt depositada sobre la superficie, de forma tal

120



Resultados y Discusion — CapituloA/ances para el desarrollo de un aptasensorsieddactroquimica

que resulta posible controlar el cubrimiento suplf por medio de la concentracion
del aptamero durante la etapa de inmovilizaciétosEesultados son comparables a los
obtenidos en nuestro grupo de trabajo utilizandasatécnicas electroquimicas (VC) y
acusticas (QCM-Df°

Se observé una disminucidon de aproximadamente &b Skl 5Ts-Apt
inmovilizado en la superficie luego del tratamienton MCH, lo que estad en
concordancia con los datos de remocion de intevaesi inespecificas de
oligonucleétido®? En el caso del-Apt (40uM), la densidad superficial disminuyé
luego del tratamiento con MCH de (50 + 5) x*4@oléculas/ctha (35 + 6) x 18
moléculas/crfy resultando en una remocién del 90% del mismosgbin es alta no es
completa. En diferentes trabajos publicados seeseiggque algunas interacciones
inespecificas entre secuencia de ADN vy la superfiei oro, pueden ser comparables a
las fuertes interacciones S-Atf De hecho, la interaccién Au-poliA se reporté como

comparable o alin mayor que la interaccién $Ru
3.2.1.2. Métodos electroquimicos

Inicialmente, se determiné la capacidad)(@e diferentes electrodos comerciales
modificados con ebTs-Apt en una solucién 10 mM de buffer Tris-HCI pH 7,4tds
resultados dan informacién de la estructura deyte sobre la superficie del electrodo.
Como muestra laecuacion 3-1la G aumenta al disminuir la distancia entre la
superficie del electrodo y el plano de mayor acareato de los iones en la soluciéon
(d), y también aumenta al aumentar la constantéatieca del material en el medio

interviniente §).
4rd (ecuacion 3-1

Entonces, se trabaj6é con electrodos comercialesraley se buscod por VC, el
intervalo de potencial donde no existe eT (zonalolele capa). En ese intervalo se
realizo el salto de potencial cronoamperométricarasolucién 10 mM de buffer Tris-
HCI pH 7,4 (ver2.8.1.2).

Se armaron cuatro construcciones diferentes sobreléctrodos:

(a) electrodo de oro (control)

(b) MCH 1,5 mM
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(c) 5Ts-Apt 50 uM

(d)5Ts-Apt 50uM + MCH 1,5 mM.

En laFigura 3-6ase comparan los voltagramas obtenidos para utredecde oro
(azul) y para un electrodo de oro modificado con HM(verde). Como se puede
observar, al modificar la superficie de oro con MdHB capacidad del electrodo
disminuye considerablemente, como es de esperaidgpémrmacion de SAMs de tioles

sobre superficies de drd,

@) 04 0,2 0,0 02
' L . 2,0E-07
- 0,0E+00
2 - -2,0E-07
Q
£ - -4,0E-07
§ - -6,0E-07
- -8,0E-07
- -1,0E-06
L -1,2E-06
Potencial (V)
(b)
0,0E+00 . .
0 0,05 o 0,15
-5,0E-06 1 /“"
1,0E-05 { &
% -1,5E-05 4 °* _1—012 q 0001 0002 0003 0004 0005 0006
= * 1044
2 -2,0E-05 - 2 o6 |
S ¥ 3 108
©  _25E-05 - g L] ;
= -11,2 4 *
-3,0E-05 - 14 ]
2 -11,6 -
-3,5E-05 = Tiempo (s)

Tiempo (s)

Figura 3-6.(a)VC en una solucién 10 mM de buffer Tris-HCI pH @gtun electrodo de oro (azul) y un
electrodo de oro modificado con MCH (verde). Leoeadad de barrido fue 0,1 V/&)

Cronoamperometria (t<0,1 s) en una solucién 10 rmMuffer Tris-HCI pH 7,4 de un electrodo de oro

modificado con MCH. Pretratamiento: 1 s a 0,1 Mtdde potencial de 0,1V (1s)a-0,4V (0,12%) v

Ag/AgCI. Inserto: linealizacion a tiempos cortos.
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Si se considera al sistema como un circuito regisiecapacitor, la relacion entre
la corriente, i, y el tiempo, t, cuando se aplinasalto de potencial de magnitud E viene
dada por la siguiente ecuactdh

. _E [
| :78( /Rscd)

S (ecuacion 3-2

donde R es la resistencia de la solucion yl& capacidad de la doble capa.

Esta relacion es la que se observa, por ejempla [Eigura 3-6h para el caso de
un electrodo modificado con MCH. Al linealizar lauacién anterior, se pudo calcular
Cqy. Los resultados se muestran efMédbla 3-2 En ausencia de MCH, la capacidad del
electrodo modificado corbTs-Apt resultdé similar a la del electrodo de Au sin
modificacion. Dichos resultados resultan sorpreteferpero estan en concordancia con
valores encontrados en bibliograffa Al comparar los resultados de capacidad para las
capas mixtas déTs-Apt + MCH con respecto a las modificaciones &3rs-Apt, se
observd que las capas mixtas son menos permeal@esngel caso dé&Ts-Apt solo.
Una posible explicacion de este hecho es quetahtianto con MCH estaria ordenando
la monocapa al levantar las moléculas de ADN uniilasnanera inespecifica a la
superficie, generando una construccibn mas compBgsta esta en concordancia con

los resultados obtenidos por marcacion radioquimica

Superficie del | Concentracion | Cq (uF/cn?
4 (HFfent) Cy (UF/crP)1S
electrodo (UM) (n=4)
Au -- 47 £ 22 43 £15
MCH 1500 17+ 3 3,9 £ 0,1 (100QuM)
25+8
5Ts-Apt 50 42 + 28 ] _
(Aptamero tiolado JuM)
48+0,2
5Ts-Apt + . ]
50/ 1500 8+2 (Aptamero tiolado
MCH
1uM + MCH 1500uM)

Tabla 3-2.Resultados de &n una solucion 10 mM de buffer Tris-HCI pH 7 ,4gpdiferentes
construcciones sobre los electrodos de oro.
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Para poder determinar la densidad superficial éeuna la técnica de CrondQ
Cuando se sumerge un electrodo modificado con ADNr& solucién electrolitica de
baja fuerza iénica que contiene un cation poli@aeapaz de sufrir un proceso redox,
se intercambian los cationes nativos que compelasaarga de los residuos fosfato
(cationes N& por ejemplo), por los cationes de la solucion, damelo retenidos
electrostaticamente en la superficie. La densidgerficial de ADN se puede obtener
al calcular la carga transferida debido a los oasomedidos en la superficie del
electrodo. Dicha carga es directamente proporciarial densidad superficial de ADN
inmovilizado.

Un aspecto atractivo de la CronoQ es que la capacitiva de la doble capay la
carga debida a la reaccién de especies adsorbidds superficie del electrodo se
pueden diferenciar de la carga debida a la reac®dmarcadores redox que difunden a
la superficie del electro§& Como consecuencia, si se trabaja en condicioees d
equilibrio, se pueden medir las especies redoximadhs en la superficie en presencia
de un marcador redox en solucién. La corrienteghaida, o la carga Q, como funcién
del tiempo en un experimento cronocoulombimétrieme dada por la integracion de la
expresion de Cottrell modificada (v218.1.2):

-~
Q :72nFAD6VC° t% +Q, +NFA,
]T}é

gcuacion 3-3

donde n es el numero de electrones por marcadox,rédla constante de Faraday
(Clequiv), A el area del electrodo (©mDy el coeficiente de difusién del marcador
redox (cni/s), G la concentracion del analito en el seno de lacié@u(mol/cnf), Qq

la carga capacitiva (C) y (A la carga debida a la reduccién g (mol/cnf) del
marcador redox adsorbido.

El términol o, designado el exceso superficial, representariadzal de marcador
redox confinado cerca de la superficie del elecirola ordenada al origen
cronocoulombimétrica (Q cuando t=0) es entoncesutaa de la carga capacitiva mas
el término correspondiente al exceso superficiadh® exceso superficial se determina
de la diferencia entre la ordenada al origen croalmenbimétrica para experimentos

idénticos en presencia y ausencia del marcadokredo
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Bajo condiciones de saturacion, la relacion entreexxeso superficial del

marcador redox y la densidad superficial de ADMeredada por:

etuacion 3-4

dondel aon €s la densidad superficial del ADN en moléculasqoe, m es el nimero
de nucledtidos en la cadena de ADN, z es la caefjandrcador redox Wa es el
namero de Avogadro.

La validez del método se basa en 3 suposiciong&l fharcador redox se asocia
al ADN estrictamente a través de interaccionestrelst@ticas; (2) la compensacion de
la carga de los residuos fosfatos del ADN se deaiménte por el marcador redox; y (3)
la cantidad de marcadores redox retenidos eleéticainente se puede determinar
exactamente, esto es, todos los marcadores retfoxedsctroquimicamente accesibles.

Como marcador redox se utilizé [Ru(®k)** (RuHex). Estudios cristalograficos
de la estructura del RuHex con ADN muestran queoehplejo metalico se asocia
Unicamente a través de interacciones electrossatic&l RuHex carece de grupos
organicos planos que se puedan intercalar entvadas del ADN. Como consecuencia
de esto, el RuHex se coordina estequiométricaneefus residuos fosfato del ADN en
soluciones de baja fuerza idnica. Por otro lad@stex evidencias de que el RuHex no
se adsorbe sobre SAMs de MCH, por lo tanto la cargalida corresponderia
Unicamente a la del RuHex coordinado al aptameéro

Para que se cumpla éeuacion 3-3el potencial inicial en el salto aplicado debe
ser un potencial donde practicamente no ocurrdrélists y el potencial final, un valor
en el cual haya control difusional. Los potenciapsopiados se determinaron por VC
de un electrodo modificado con MCH (\iegura 3-7).

Un factor critico es poder determinar con exactitudarga de la doble capag.Q
La capacidad del oro puede variar desde 20 aF8ént, y esa variabilidad limita la
exactitud de las determinaciones. Como se puedmaarsen larabla 3-2 una ventaja
de usar MCH es que disminuye considerablementadactdad del electrodo a un valor
reproducible.
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Figura 3-7.Respuesta por VC de un electrodo de oro modificathoMCH en una solucién 1,25 mM de
RuHex en una solucién 10 mM de buffer Tris-HCI pH. T a velocidad de barrido fue 0,1 V/s.

Entonces, se inmovilizaron las diferentes diluceorde 5Ts-Apt sobre la
superficie de electrodos comerciales. Posteriorenesst realiz6 el tratamiento por
inmersion con MCH.

Se determiné primero la carga capacitiva aplicamtho salto de potencial
cronocoulombimétrico (0,1 V a -0,4 V vs. Ag/AgCh ana solucion 10 mM de buffer
Tris-HCI pH 7,4. Se introdujo el RuHex en la soficde buffer a una concentracion tal
que asegure la completa compensacion de las cdegls residuos fosfato del ADN
(condicién de saturacién). Dicha concentracionltaser 50uM*>"% El electrodo se
dejé equilibrar en la solucion por aproximadamentminutos antes de comenzar el
salto de potencial cronocoulombimétrico.

Una respuesta tipica de CronoQ en ausencia y mmiasede RuHex para un
electrodo modificado cobTs-Apt 5,5uM + MCH se muestra en Rigura 3-8

El exceso superficial se determin6 a partir ddifarencia entre la ordenada al
origen en ausencia y presencia del RuHex. Combserea en |dabla 3-3 los valores
de densidad superficial obtenidos paia-Apt son comparables a datos bibliograficos
de densidad superficial determinada por CronoQ p&rs modificado con un grupo
tiol ((1-10) x 132 moléculas/cf)**® Por otro lado, se observé una dependencia de la
densidad superficial con la concentraciorbdie-Apt depositada sobre la superficie del
electrodo.
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Figura 3-8.CronoQ (0,1 V a -0,4 V vs. Ag/AgCl) de un electratkooro modificado coBTs-Apt 5,5
MM + MCH en una solucién 10 mM de buffer Tris-HCI gkt (azul) y en una solucién 501 de RuHex
en una solucién 10 mM de buffer Tris-HCI pH 7,4s@}p

Al comparar los resultados de densidad superfroediidos por CronoQ con los
obtenidos por marcacion radioquimica (fFgura 3-9, se observa que los valores son
comparables, salvo en el caso de la inmovilizad®iTs-Apt 55 uM. En este caso, el
valor de moléculas por unidad de area obteniddpoes considerablemente mayor que
el obtenido por CronoQ. Esto podria deberse a queaga sido suficiente el tiempo de

equilibramiento en la solucién de RuHex para esg@atracion elevada de aptamero.

Numero de moléculas/¢m
[5Ts-Apt] (LM) )
Después del MCH
0,050 (17 + 4) x 18
1,0 (25 +9) x 16"
55 (34 + 16) x 18
55 (66 + 57) x 18"

Tabla 3-3.Resultados de la densidad superficial (moléculaswf) obtenidos por CronoQ en

experimentos independientes (n=4) de inmovilizadé&Ts-Apt, después del tratamiento con MCH.

Para poder evaluar la eficiencia del anclaje vi&rdrgte al anclaje tradicional via
un grupo tiol, se determind la densidad superfigak CronoQ delApt-ATP
modificado con un grupo tiol. Para ello, se utiledds-S-S-G-Apt (ver Figura 3-4), el
cual se redujo utilizando TCEP. Dicho agente reatutbmpe” el puente disulfuro del

aptamero, generando un grupo tiol libre, de masetactiva, completa y rapitfa
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Presenta algunas ventajas frente a otros agenthsctoees (Ditiotreitol o [3-
mercaptoetanol) como por ejemplo, que es mas easst la oxidacion en aire, resulta
activo en medio acido y béasico y es mas hidrofifitoAdemas, a diferencia del

ditiotreitol, el TCEP no se absorbe sobre la sigiertle or°.

3,5E+13
3,0E+13 - o32p T
~ BCrono
£ 2,5E+13 - Q l
S
& 2,0E+13 -
>
(8]
2 15E+13 1
=
1,0E+13 -
5,0E+12 - i
0,0E+OO -___ T T
0,05 55 55

[5Ts-Apt ] (M)

Figura 3-9.Comparacion de los valores de densidad superfibignidos por CronoQ y por métodos

radioquimicos para diferentes concentracionesTageApt.

Luego de la reduccion, la solucion ld8-Cs-Apt se diluyd hasta la concentracion
adecuada en el buffer de reduccion. Se inmovilizdas diferentes diluciones dS-
Ce-Apt sobre la superficie de electrodos comercialesteHoanente se realizé el
tratamiento por inmersion con MCH. Por dltimo, stedmino la densidad superficial

para las diferentes concentraciones por Crori@Dla 3-4.

NUmero de moléculas/cdm

HS-Cs-Apt] (UM
[ sApt] (M) Después del MCH

0,050 (149 +11) x 10
5,5 (378 +2) x 18
55 (385 + 3) x 18

Tabla 3-4.Resultados de la densidad superficial (moléculaspf) obtenidos por CronoQ en

experimentos independientes (n=4) de inmovilizadéhS-Cg-Apt, después del tratamiento con MCH.
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Como se observa en Tabla 3-4 la densidad superficial para la inmovilizacion
del HS-Cs-Apt es dependiente de la concentracion de aptdmercsitim sobre la
superficie del electrodo, alcanzandose una sitnadédsaturacion en torno a pbl.

Comparando estos resultados con aquellos deterasrmada ebTs-Apt (Figura
3-10, se observa que la densidad superficial obtemdevilizando el aptamero a
través de un grupo tiol es entre 5 a 10 veces mgyerpara el anclaje via Ts. Estos
resultados estan en concordancia con los obtemido€®CM-D en nuestro grupo de
trabajd>®. Cabe destacar que al reduciCelS-S-G-Apt sin una posterior purificacion,
se obtiene una solucién equimolar ¢5-Cs-Apt y el Ce-SH (ver Figura 3-4). La
coadsorcion del tioalcano corto podria permitimejor acomodamiento de las cadenas
de ADN sobre la superficie del electr885'*°% donde las cadenas se encontrarian mas
espaciadas y podrian interactuar mas eficientenoamtes| RuHex. Esto no ocurre, en

principio, en el caso d&Ts-Apt.

4,5E+13

4,0E+13 m5Ts-Apt
3,5E+13 A BHS-C6-Apt

3,0E+13 A
2,5E+13 A
2,0E+13 A
1,5E+13 A
1,0E+13 A
5,0E+12 A
0,0E+00 -

Moléculas/cm?

0,05 55 55
[Apt-ATP] (UM)

Figura 3-10.Comparacion de los valores de densidad superéibi@nidos por CronoQ para diferentes

concentraciones deTs-Apt y deHS-Cg-Apt.

También se inmovilizé en las mismas condicioneg-Abt 5,5uM, obteniéndose
un valor de densidad superficial luego del tratamiecon MCH, de (7 + 3) x 1b
moléculas/crh Dicho valor resulté mucho menor que para el amcanclaje via Ts
y/o tiol; aunque no fue nulo. Esto sigue en conaocth con los resultados
anteriormente obtenidos, donde se observa unaaatién inespecifica entre la

secuencia de ADN vy la superficie de oro.
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Para evaluar la estabilidad térmica del enlace adgmas cuantos grupos Ts son
necesarios para el anclaje, se trabajo con seasemal Apt-ATP que contenian
diferente cantidad de grupos Ts en el extrem®db5-Apt, 3Ts-Apt y 1Ts-Apt (ver
2.1.7.1). Se inmovilizaron soluciones 5BM de dichas secuencias en diferentes
electrodos. Posteriormente se realizo el tratamiean MCH, y se determind por
CronoQ la densidad superficidigbla 3-5.

Numero de moléculas/cm
Apt-ATP ]
Después del MCH
5Ts-Apt (34 + 16) x 16"
3Ts-Apt (23 +8) x 16"
1Ts-Apt (77 £ 2) x 106°

Tabla 3-5.Resultados de la densidad superficial (moléculmé) abtenidas por métodos electroquimicos
en experimentos independientes (n=3) de inmovillmade5Ts-Apt, 3Ts-Apt, 1Ts-Apt, después del

tratamiento con MCH.

Como se observa en TBabla 3-5 los valores de densidad superficial resultan
comparables en los tres casos, siendo levementermeayel caso delTs-Apt. Esto
podia explicarse teniendo en cuenta la posibleidiszion del angulo entre la cadena
de ADN vy la superficie del electrodo, al aumentamienero de puntos de anclaje (Ts).
Las cadenas de ADN estarian mas paralelas a l#fisieel electrod ocasionando
un peor acomodamiento de las mismas.

Una vez determinada la densidad superficial, lesteddos modificados fueron
expuestos a ustresstérmico, sumergiéndolos en una solucién 10 mM wuféeb Tris-
HCI pH 7,4 a 80°C por 20 minutg&®S y se volvié a determinar la densidad superficial
por CronoQ. Este tratamiento también se realizé prctrodos modificados cotS-
Ce-Apt y conT-Apt, inmovilizados a partir de soluciones HJ4.

Como se observa en Fagura 3-11, el porcentaje de disminucion relativa para el
1Ts-Apt y HS-Cs-Apt resulta comparable (60% - 70%), siendo la remod&n-Apt
significativamente mayor. Estos resultados indigaa estabilidad térmica similar entre
ambas modificaciones, lo que resulta importanteteola de pensar en el armado de un
sensor y el posible proceso de desnaturalizacidmida para regenerar la estructura

inicial del aptamero. Por otro lado, al comparaes$dabilidad de las secuencias con
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diferente cantidad de grupos Ts, se observd qu8TstApt presentd el menor

porcentaje de disminucion relativa al calentar.

100 B % disminucion relativa

90
80
70
60
50
40
30
20
10

5Ts-Apt 3Ts-Apt 1Ts-Apt T-Apt HS-C6-Apt

Figura 3-11.Comparacion de los valores del porcentaje de disrion relativa de la densidad
superficial obtenidos por CronoQ para diferentestebdos modificados cdBTs-Apt, 3Ts-Apt, 1Ts-
Apt, HS-Cs-Apt y T-Apt, luego de la exposicién a stresstérmico.

3.2.2. Evaluacion del reconocimiento deltarget (ATP) por medio del

aptamero inmovilizado por métodos radioquimicos

Otra variable critica a estudiar es la influence ld densidad superficial del
aptdmero inmovilizado en el desempefio del eventedenocimiento molecular (ver
1.4.3.1)'*° Se sabe que el congestionamiento molecular (mectitho la densidad
superficial del aptamero en la superficie del etelti) puede afectar la respuesta del
sensot®. Entonces el siguiente paso fue definir la mefmicentracion dé\pt-ATP
inmovilizada de forma de optimizar el funcionameedel sensor.

Para ello, se diluyé aF**P-ATP con una solucién de adenosina preparada en el
buffer de reconocimientd resultando una concentracion final tebetde 2,7uM. Se
prepararon diluciones de la misma (0,00Q2&7 — 0,27 uM) y se construy0 una curva
de calibrado en papel para poder cuantificar laidas dey->P-ATP reconocido por el
aptamero Figura 3-12, utilizando unPhosphoimagerConsiderando que la gota de
0,010 mL sobre el papel genera un area de tamaf9%ecni, se pudo entonces
estimar el nimero de moléculas de adenosina pdopam cada punto de la curva (ver

Inserto (b) Figura 3-12 A continuacion, se construyé la capa de reconiecito
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inmovilizando el5Ts-Apt en diferentes concentraciones (0,088 — 55 uM) sobre
laminas de oro policristalino limpias con solucipmafia. Luego se removieron las
posibles interacciones inespecificas con el traatai con MCH. Por ultimo, las
laminas de oro se incubaron con la solucién| 7 de adenosing*’P-ATP (nserto
(a) Figura 3-12.

1600 H
1400 1
1200 H
T 1000 -
i)
@ 800 1
IS
£ 600 1 y=mx+b
400 - m (cn?) [ (814 + 4) x 162
b (5+3)
200 H R? = 0,9999
0 T T T 1
0,0E+00 50E+11 1,0E+12 1,5E+12 2,0E+12

Moléculas de Adenosina/cm?

Figura 3-12.Curva de calibrado de Adenosipd?P-ATP.Inserto. (a)lmagen escaneada de las distintas
laminas de oro modificadas c6iis-Apt + MCH + adenosing/*’P-ATP.(b) Imagen escaneada de los

distintosspotsde la curva de calibrado.

Los resultados de l@abla 3-6muestran que la capacidad de reconocimiento del
ATP es funcion de la densidad superficial de aptdmemovilizado y la mejor
respuesta se alcanza cuando la concentracidbil@defpt es 5,5uM, como se observa
al presentar el mayor valor ge*’P-ATP detectado. Esto correlaciona con resultados
encontrados para otros sensores, donde la memrass se observa en los valores de
menor densidad superfict&l. Por otro lado, se puede concluir que es inneicesar
utilizar concentraciones tan elevadas\g¢-ATP, lo cual encareceria el posible armado
del sensor.

Considerando que el aptdmero puede reconocer dé&cutes de ATP, se
calculd el porcentaje de reconocimiento, resultamuho eficiencia en el reconocimiento
de aproximadamente el 50% en el caso de la comacantr Optima de&Ts-Apt (5,5
uM) (Tabla 3-6.
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(5Ts-Ap(] Ndmero de moléculas deNdmero de moléculas 5 o
S-Ap orcentaje de
v-32P-ATP /ent dey->*P-ATP /cnf o
(LM) Reconocimiento (%)
(n=3) (calculado)
0,055 (28 +3) x 1D 7,0 x 161 4,0
5,5 (18 +2) x 18 40 x 101 45
40 (17 +2) x 16" 144 x 16" 12
55 (28 +3) x 18 560 x 16* 0,0050

Tabla 3-6.NUmero de moléculas de*P-ATP por crfiobtenidas por métodos radioquimicos en

experimentos independientes de reconocimienttadgét por el5Ts-Apt, luego del agregado de MCH.

3.2.3. Armado de un aptasensor electroquimico paral reconocimiento de
adenosina/ATP

Se explord el desempefio de un sensor para adef#oRhasando eApt-ATP .

El anclaje a la superficie del electrodo se hizoaaés del grupo Ts y la deteccion del
target (adenosina) se realizo utilizando técnicas elgairicas, previa introduccion de
un marcador electroactivo (Fc) en la estructuraag&mero inmovilizadd”.

El principio de funcionamiento del sensor se bas&lecambio conformacional
del aptamert® En ausencia de adenosina, el aptdmero esta ercamiarmacion
random coi] una estructura abierta, similar a un cable flexity un marcador
electroactivo, el ferroceno (Fc) en este casod@@star a una distancia considerable de
la superficie del electrodo (aproximadamente 10 ¢wal)Figura 3-1). La presencia de
adenosina induce una transicion del aptamero @&stnactura bien definida (v&igura
1-25%1%32 en |3 cual se intercalan dos moléculas de ademami sitios adyacentes
dentro de una gruta ancha de reconocimiemtmiehed groove cambiando a una
estructura secundaria tigiem-loop Este reordenamiento conformacional permite el
acercamiento del Fc a la superficie del electrémlogue aumenta la eficiencia de la eT,
y en definitiva traduce el evento de reconocimiemaina sefial cuantificable.

El Fc es un candidato atractivo para el marcaddivkrsas moléculas, como por
ejemplo los acidos nucleicos, debido a su estaileh ambos estados de oxidacion, la
relativa facilidad de incorporacién en la secuengligonucleotidica y la buena y

reversible respuesta electroquinii¢a® Lo primero que se hizé fue activar el
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FcCOOH (1, FHgura 3-13 con DCC y NHS, obteniéndose EtNHS (2, Figura 3-

13)'%31% Dicho producto fue purificado y caracterizado BMN *H y *°C (veranexo)

Ao

\
= 0 DCC / NHS = )
L= Dioxano L=
1 96% 2

Figura 3-13.Esquema de reaccion para la activaciori-g¢€lOOH (1) para dar eFcNHS (2).

Luego, se trabaj0 con una secuencia Apl-ATP, cuyo extremo 5 esta
modificado con un grupo amino, el cudl sirvio plarancorporacion del Fc. El extremo
3’ del oligonucledtido estaba modificado con cingapos Ts de forma de asegurar el
anclaje a la superficie de oldH»-Cs-Apt-5Ts (ver Figura 3-14. Se inmovilizdé una
solucion 5,5uM de dicho aptamero sobre la superficie de eleosabmerciales de oro
policristalino. Se derivatizih situ*® el grupo amino deNH »-Cs-Apt-5Ts inmovilizado
por inmersion del electrodo en una suspensioRctdHS en 0,20 M de HEPES pH 7,2
: DMF 1,2 : 1 V/V. Por ultimo, se modificé la sufieie con MCH.

NHZ-CG-Apt-5TS :(NH,-C¢-5-AC CTG GGG GAG TAT TGC GGAGGAAGG T TT TTTs TsTsTs Ts T-3'
| S —

Anclaje al Au
Introduccion del Fc

Figura 3-14.Secuencia modificada del aptamexi,-Cgs-Apt-5Ts. En rojo, grupo Ts; en azul, secuencia
del Apt-ATP.

El electrodo se expuso a concentraciones crecieleteglenosina (4,0M — 100
uM) para evaluar la habilidad de reconocetaatet especificamente. Se utiliz6 VOC
para medir la respuesta del Figura 3-15. En presencia de adenosina, el aptamero
adopta una conformacion cerrada, en donde el Rcessipromedio mas cerca de la
superficie del electrodo, generando un aument@ @geiial electroquimica para la cupla

redox.
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Figura 3-15.VOC en una solucion 50M de adenosina en 0,2 M de HEPES pH 7,2 del eldotro
modificado cor-c-NH-Cg-Apt-5Ts (luego del tratamiento con MCHiegro). La curva rosa corresponde
a la VOC del mismo electrodo en ausencia de ademdsolucion 0,2 M de HEPES pH 7,2). La curva
azul corresponde a la VOC del mismo electrodo ensafucion 10uM de 2-desoxiguanosina en 0,2 M

de HEPES pH 7,2.

Como se observa enlagura 3-15 aun en ausencia de adenosina, se observa una
respuesta electroquimica minima correspondiergeed Idel F&°. En analogia con los
sensores electroquimicos de ADN tipairpin®®'%® se asume que esta pequefia
respuesta se debe a una conformacion desestruet@msidlded)de la secuencia de
ADN en la superficie del electrodo o a eventos asién pending de la secuencia
oligonucleotidica en su conformacitandom coil

Se registro el pico de corriente para cada cormeintr de adenosina k& =
0,318-0,323 V vs. Ag/AgCl, 3 M KCI (ac)) y se usarag construir una curva tipica de
respuesta Higura 3-16. Se estimO la constante de disociacion del aptame
inmovilizado del correspondiente gréafico de Scattlyasu valor, i = (5 + 3)uM, esta
en concordancia con valores reportados previan{gnte pM)>".

La especificidad del sensor se corroboré usando sehzion 100puM de 2-
desoxiguanosina (nucléosido con estructura sirailaradenosina, véfigura 3-17) sin
obtener una respuesta electroquimica significafweat curva azulFigura 3-19. Se
sabe que el aptdmero reconoce adenosina, AMP, ABPPycon la misma K*'. Este
hecho se puede entender teniendo en cuenta latasruesuelta del aptamero por

RMN®®, donde se establece que los dos dominios de reicoieato localizan las bases
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purinas adentro de la estructura dmop, dejando el grupo hidroxilo 5 (y

consecuentemente los fosfato) hacia afuera dellbals union.

0,02 -

0,016 - i ?

0,012 A

Ip (HA)

0,008 A

0,004 +

O T T 1 1
0 20 40 60 80

[Adenosina] (uM)

Figura 3-16.Curva de respuesta de un electrodo modificadoFemiNH-Cs-Apt-5Ts (luego del

tratamiento con MCHgn funcién de la concentracién de adenosina (n = 3)

Comparativamente, se exploré también el desempefi@mlasensor usando el
Apt-ATP modificado con un puente disulfuro en un extremel grupo amino en el
otro (NH,-Cs-Apt-S-S-GCg, Figura 3-18.

7) NH,

N N

¢ / ¢ /Y

HO o N o HO ° N NJ
NH,

OH OH OH

2-desoxiguanosina Adenosina

Figura 3-17.Estructura de la 2-desoxiguanosina y la adenosina.

Se utilizé6 una solucién 20M de NH»-Cs-Apt-S-S-Cg, el cual se redujo
siguiendo el protocolo antes mencionado, de foahde obtener el grupo tiol libre para
que reaccione con la superficie de oro. Luego dedaccion, la solucion d&H»-Cs-
Apt-SH se diluyo hasta la concentracion de Vb en el buffer de reduccion.

Se inmovilizé dicha solucion sobre la superficieetkrtrodos comerciales de oro
policristalino. Se derivatizin situel grupo amino deNH,-Cs-Apt-SH de igual manera
que en el caso anterior. Por ultimo, se modificguerficie con MCH.
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NHZ-C6-Apt-S-S-C 6 NH,-C4-5'-AC CTG GGG GAG TAT TGC GGAGGAAGG T TT TTT-5-5-C4-3'

:

Reduccion

NH,-C-Apt-SH + HS-Cq

Figura 3-18.Secuencia modificada del aptamexbi,-Cg-Apt-S-S-Cs y NH,-Cg-Apt-SH. En azul,

secuencia deApt-ATP ; en verde, puente disulfuro/grupo tiol.

Entonces, se expuso la capa de reconocimiento @tyaciones crecientes de
adenosina (4,uM — 50 pM) para evaluar la capacidad de reconocetamlet Se
emple6 VOC para medir la respuesta del Fclfveerto Figura 3-19.

Se registro el pico de corriente para cada cormentr de adenosina (& =
0,300-0,309 V vs. Ag/AgCl, 3M KCI (ac)) y se usGgaonstruir una curva tipica de
respuesta. Como se observa erFigura 3-19 se obtuvo una respuesta similar a la
obtenida para el aptamero modificado con el grupaltanzandose la saturacion a una

concentracion menor.

0,055 -
0,050 -
2 6,0E-07
2 2
2 0,045 4 E 4,0E-07
_ 8 2,0E-07
0,040 - S -
+ 0,0E+00
- 0,1 0,0 01 0,2 03 0.4 05 0,6
Potencial (V)
0,035 . T T T
0 10 20 30 40

[Adenosina] (uM)

Figura 3-19.Curva de respuesta de un electrodo modificadoFemiNH-Cs-Apt-SH (luego del
tratamiento con MCHgn funcidn de la concentracion de adenosina (n l&rto: VOC del mismo
electrodo en una solucién gM de adenosina en 0,2 M de una solucién 10 mM dfebtris-HCI + 150
mM NaCl + 10 mM MgCJ (negro). La curva rosa corresponde a la VOC dsitmaielectrodo en ausencia
de adenosina (solucién 10 mM de buffer Tris-HCE0 InM NaCl + 10 mM MgG).

Por otro lado, en este caso se obtuvo una sefsidesable para el blanco, esto
es, en ausencia de adenosina, pudiendo indicaadswacion inespecifica de Fc sobre la

superficie del electrodo. Como consecuencia dealtzss valores de blanco en este
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proceso de marcacion, se decidié explorar una otsbn diferente de la capa de
reconocimiento, mas especificamente, la modificaadé la secuencia del aptdmero

previamente a la inmovilizacion.

3.2.4. Puesta a punto de la reaccion de derivatizéan del aptdmero con un

grupo electroactivo en solucion

Con el objetivo de evaluar si era posible mejorarrendimiento de la
derivatizacion con Fc, y por lo tanto aumentar fensidad de la respuesta
electroquimica, se evaluo la derivatizacion debiaggro en solucién, para lo cual se
trabajo con eNH,-Cs-Apt-5Ts. Se evaluaron diferentes condiciones para la i@ace
derivatizaciéon de dicho aptamero corFeNHS (2) para dar eFc-NH-Cg-Apt-5Ts (ver
Figura 3-20, asi como también de cuantificacion/purificacidel mismo por

cromatografia liquida de alta resolucion con debecpor ultravioleta (HPLC-UV).

omo

N
| -
o : NH"’\/\/\/Apt 5Ts
Q S NH_-C.-Apt-5Ts
2"v6 O
= o —z T Fe
2 3
FCcNHS Fc-NH-C¢-Apt-5Ts

Figura 3-20.Esquema de reaccion para la derivatizaciomN#el-Cq-Apt-5Ts conFcNHS (2) en

solucion.

Inicialmente se probaron las condiciones de acdplaim propuestas por Yu y
colaboradoréd’, dénde el solvente utilizado para la derivatizagé una solucién 0,3
M de buffer PBS pH 7,4. El producto obtenido sesig en el HPLC-UV. Previamente
se inyectaron también patrones de los reactiFadilS y NH,-Cs-Apt-5Ts) y del
FcCOOH, que podria ser un producto de descomposicioiraeHS. Como se puede
observar en l&igura 3-21, no se evidencié ninguna sefial cromatograficaette a los
reactivos. No se observo la sefal correspondidriteNHS (t, = 33,13 min), mientras
gue la sefial correspondiente MH,-Cs-Apt-5Ts (t; = 12,05 min)disminuye en
intensidad. Esto puede deberse a la baja soluthitigh~cNHS en el buffer utilizado,
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por lo tanto, se decidié probar la derivatizacidiizando algin co-solvente organico

que favoreciera la solubilidad de&tNHS sin precipitar al ADN.

R)X3_22-1 A, CROMATOGRAFIAL (CINTEGR-1\HEL_BEL.D)

ey
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4499
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___________________
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. 70

Figura 3-21.Cromatograma obtenido por HPLC-UV de la reacciodelévatizacion dé&H,-Cg-Apt-
5TsconFcNHS en una solucion 0,3 M de buffer PBS pH 7,4.

Se probaron, entonces, dos condiciones de demcatiz diferentes. La primera
propuesta por Gothelf y colaboraddfésque proponen la utilizacién como solvente de
reaccion una mezcla de una solucion 0,2 M de bufEPES pH 7,2
dimetilformamida (DMF) 5:1 V/V.

Como se observa en I&igura 3-22, si bien la sefial cromatografica
correspondiente  aNH,-Cg-Apt-5Ts (t; = 11,81 min) disminuye en intensidad
comparandolo con la sefial obtenida para el patvén Ifiserto Figura 3-22 y se
observa una sefal de intensidad importante pafcdHS (t. = 33,41 min), no se
evidencio ninguna sefial nueva tampoco en estasoiameks.

Se probd, entonces, con una segunda condicion ril@tiieacion, propuesta por
lhara y colaborador®, en dénde se utiliza una mezcla de una solucibn\D,de
buffer NaHCQ/N&COs; pH 9 : dimetilsulféxido (DMSO) 3:1 V/V.

Como se puede observar erfFlgura 3-23se evidencié una sefial cromatografica
a unt = 22,10 min, que podria corresponderFatNH-Cg-Apt-5Ts. Esto esta en
concordancia con resultados bibliograficos obtemiglara la purificacion de secuencias
similares modificadas con ¢ La sefial a,t= 15,21 min corresponde BECOOH

que se estaria obteniendo por descomposicioRadHS en el medio de reaccion (ver
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Inserto Figura 3-23 Ademas, resultaron despreciables las sefalesspandientes al
NH,-Cgs-Apt-5Ts y al FCNHS.

RXL A, CROMATOGRAFIAL (C:\INTEGR~1\HELBEL2.D) s’
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Figura 3-22.Cromatograma obtenido por HPLC-UV de la reacciodelévatizacion dé&lH,-Cg-Apt-
5TsconFcNHS en una mezcla de una solucién 0,2 M de buffer HERHES,2 : DMF 5:1 V/V Inserb:
Cromatograma obtenido por HPLC-UV de una soluci®pi de NH,-Cg-Apt-5Ts.

Al integrar la nueva sefial y la sefial del aptansaranodificar (verTabla 3-7, se
observo una relacion de ardasNH-Cs-Apt-5Ts : NH,-Ce-Apt-5Ts de 7 : 1. Si bien
esa relacion resulta bastante favorable, se egfanierando una cantidad BeCOOH
comparable a la cantidad de aptdmero modificaddegmas aun existe una cantidad

considerable dEcNHS sin disolverse en el medio de reaccion.

i
RX4F2 A, CROMATOGRAFIAL (C:\INTEGR~1\HE FcCOOH
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Figura 3-23.Cromatograma obtenido por HPLC-UV de la reacciédetivatizacion d&H ,-Cg-Apt-
5TsconFcNHS en una mezcla 0,5 M de buffer NaHZRe,CO; pH 9 : DMSO 3:1 V/VInserb:
Cromatograma obtenido por HPLC-UV de una solucidn\d deFcCOOH.
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Se trabajo entonces intentando favorecer la sadablildelFCNHS en el medio de
reaccion y de esta forma, intentar aumentar ebfai® conversion de la misma. Con
esta idea, se realizo la derivatizacion en una laede una solucion 0,5 M de buffer
NaHCQO/Na,CO; pH 9 : DMSO 1:1 V/V, esto es, se aumentd la projgor de co-
solvente. Ademas, se realizd la reaccion dejandsuspension por 24 horas a

temperatura ambiente con agitacion vigorosa.

Tiempo (min) Area Asignacion
12.57 80075 NH,-Cs-Apt-5Ts
15.21 445710 FcCOOH
22.10 540973 Rc-NH-Cs-Apt-5Ts?
33.21 17943 FCNHS

Tabla 3-7.Resultados de tiempos de retencion y areas dedos gromatograficos obtenidos por HPLC-
UV para la reaccién de derivatizacionMi,-Cg-Apt-5Ts con FcNHS en buffer NaHC@Na,CO; 0,5M
pH 9 : DMSO 3:1 V/V.

Como se observa en Figura 3-24 se mejord la eficiencia de la reacciéon de
derivatizacidén ya que aumento la relacion entrapghmero modificado y éicCOOH
presente en el medio de reaccion. Esto tambiérbserd al integrar dichas sefales
(ver Tabla 3-8, en donde la relacion de ardasNH-Cs-Apt-5Ts : NH,-Ce-Apt-5Ts
resulté de 74 : 1y la dec-NH-Cs-Apt-5Ts : FcCOOH, 20 : 1.

RX3i FEGR~\\HELBEL3.D)
' FCCOOH g -
[ =3 .
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B
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Figura 3-24.Cromatograma obtenido por HPLC-UV de la reacciodelévatizacion dé&H,-Cg-Apt-
5TsconFcNHS en una mezcla de una solucién 0,5 M de buffer Nagid&CO; pH 9 : DMSO 1:1
VIV.
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Si bien con estas condiciones de derivatizacionmegordé notablemente el
rendimiento, aun existe en el medio de reaccion eargtidad considerable de los
productos vinculados con el Fc. Teniendo en cuéamtéutura inmovilizacion del
aptamero modificado sobre la superficie de un eddot es que resulta importante
desarrollar protocolos de eliminacion del exces&c@OOH y/o FCNHS en el medio
de reaccion, ya que ambos podrian adsorberse oiispmente sobre la superficie de
oro generando sefiales electroquimicas que aunmantaiablemente blackground

En este sentido, se avanzé en una posible esaadegpurificacion previa a la
inyeccion en el HPLC-UV. Luego de la reaccion devagizacion, se purificd la misma
utilizando una resina Sephadex G-25 y agua, corverse de elucién. Dicha resina se
utiliza para separar pequefias moléculas duranggntasis de biomoléculas de gran

tamafo, como por ejemplo, para separar fenol deitargurificacion del ADN.

Tiempo (min) Area Asignacion
12.64 15007 NH,-Cs-Apt-5Ts
15.06 570128 FcCOOH
2251 1103697 FRe-NH-Ce-Apt-5Ts?
33.04 41470 FCNHS

Tabla 3-8.Resultados de tiempos de retencion y areas dedos gromatograficos obtenidos por HPLC-
UV para la reaccion de derivatizacionM ,-Cs-Apt-5Ts con FcNHS en una mezcla de una solucion
0,5 M de buffer NaHC&NaCO; pH 9 : DMSO 1:1 V/V.

Si bien no se logré separar completamente el aptamedificado deFcCOOH,
se encontraron fracciones de la purificacion ddralemayoritariamente uno u otneet
Figura 3-25. Estos resultados se utilizaron como punto dedaapara el desarrollo de
un posible protocolo de derivatizacion de la secigedel aptamero con Fc y posterior
purificacion. Actualmente se estd avanzando entruegupo de trabajo en dicho
sentido.
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DE (@) (b)

18.044

Figura 3-25.Cromatogramas obtenido por HPLC-UV luego de lafifpaidion de la reaccion de
derivatizacion d&NH,-C4-Apt-5Ts con FcNHS en buffer NaHC@NaCO; 0,5M pH 9 : DMSO 1:1 V/V.

(a) fraccion 4 y(b) fraccion 2.

3.3. Sistema modelo: 3-MPA

Con el objetivo de estudiar, comprender y optimitamto la reaccion de
derivatizacion en fase heterogénea como el funo@rao del sensor, se trabajé con un
sistema modelo simple, formado por un mercaptoalcandificado en su extremo con
un grupo carboxilico (3-MPA). El objetivo fue ob&rsuperficies de oro modificadas
con moléculas organicas funcionalizadas, introtkesciuin marcador electroactivo (Fc) y
detectar dicha sefial.

Para el armado de la superficie de oro funciondéiz&n una primera etapa se
modificaron laminas de oro policristalino mediafdgereaccion de las mismas con 3-
MPA (Figura 3-269. Luego, se activo el grupo carboxilico con ERy(ra 3-260 y
se lo hizo reaccionar con etilendiamina, obteniéada amida correspondientagura
3-269'"°. Por ltimo, se hizo reaccionar dicha amida coff@lHS (2), usando las
condiciones puestas a punto por HPLC en soludi@u(a 3-269.

Finalmente se realiz0 el tratamiento con MCH. En idanovilizacion de
oligonucleotidos sobre oro se utiliza el MCH paranimizar las interacciones
inespecificas N-Au. En este caso, se utilizé pamowver posibles interacciones
inespecificas de los nitrégenos de la etilendianginadel FCNHS, con la superficie de
oro.

Se lograron sefiales reproducibles de Fc por VP@Qufa 3-27. La ruta
explorada permiti6 obtener mediante reacciones igagrsencillas superficies de oro

modificadas con un marcador electroactivo.
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Figura 3-26.Esquema de modificacion de la superficie de oroZ=MPA.

Como se puede ver en REgura 3-27 la sefal de Fc permanece luego del
tratamiento con MCH, disminuyendo considerablementetensidad. En principio, el
MCH estaria efectivamente removiendo posibles ac@ones inespecificas, pero la

permanencia de la sefial confirmaria la introducdén=c mediante la reaccién en fase
heterogénea.

1,5E-06 -
1,2E-06 -

9,0E-07 -

Corriente (A)

6,0E-07

3,0E-07 -

0,0E+00 T T T T T T T 1
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Figura 3-27.VPD en una solucién 10 mM de buffer Tris-HCI pi8,7de las superficies de oro

modificadas antes (rojo) y después (azul) delitmagato con MCH.
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Utilizando este sistema modelo se planea evaluat frtiuro el impacto de ciertas
variables criticas tanto en la etapa de inmovil@acomo de introduccién del marcador

electroactivo en las secuencias aptaméricas.

3.4. Estrategia para el desarrollo de sefal: estrtiras doble cadena de ADN
(ADNgs)

Los aptameros, al mismo tiempo que son secueneiddDi con capacidad para
reconocer urtarget conservan su habilidad para unirse a secuenciaplementarias
de ADN formando estructuras doble cadena (AdRPNLa competencia entre &rgety
la secuencia complementaria por parte del aptamezde explorarse para generar una
sefial cuantificable y aprovechable para el dedarrale un sensor (ver
1.4.2.1.1)*2%124171 pentro de las variables que afectan dicha compitese
encuentran: la longitud de la secuencia complemanta fuerza i6nica del medio, la
presencia de cationes divalentes {Rigel pH, la temperatura de incubacién, la relacién
de concentraciotargetADN g, etc.

En este sentido, se avanz0 en la construccion desdouencias de ADQN
(hibridizacion;M11 y M27) utilizando elCs-S-S-G-Apt y secuencias complementarias
de 11y 27 mer (vefigura 3-28 en el buffer de hibridizacion. Se sabe que |starie
de velocidad para el proceso de hibridizacion deNA@enomico inmovilizado es
similar a aquella en fase homogéHéapor lo tanto, se optimizronn las condiciones
para dicho proceso en solucién, esperando que lamas sean extrapolables al
momento de armado del sensor. Se corroboré laivdeltbridizacion por PAGE en

condiciones no desnaturalizantegyura 3-29.

CgS-S-Cy-Apt: C-5-5-C,-5-TTT TTA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG GT -3'

C27:3-T GGA CCC CCT CAT AAC GCC TCC TTC CA-5'

C11:3-T GGA CCC CCT C-5'

Figura 3-28.Secuencia modificada del aptam&S-S-G-Apt y de las secuencias complementarias
C27y C11 En verde, puente disulfuro; azul, secuencia®&lATP ; marrén, secuencias

complementarias.
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Como se puede ver en Rigura 3-29 aparece una banda diferente a la
correspondiente tanto 8k-S-S-G-Apt, como a las secuencias complementaCiaty
C27. Dicha banda aparece en una zona de mayor tamafelqy@amero, lo cual

indicaria la formacion de la estructura de ARW11, M27).

(@ (b)

1
L CoSSCahnt

Figura 3-29.PAGE no desnaturalizante. Calles de izquierdaactia:(a) Cg-S-S-G-Apt, M11 x 4. (b)
M27, M11.

Luego, se ensayd la competenciaM#l y M27 frente a adenosina y AMP,
ajustando las variables antes mencionadas. La @@l con etarget (adenosina y/o
AMP) libera la secuencia complementaria ya quepthraero puede unirse fuerte y
especificamente al mismo con una constante dedafinhayor que la correspondiente a
la del ADNys*®, dependiendo naturalmente del largo de la cademplementaria.

Nuevamente, el seguimiento se hizo por PAGE en icomés no
desnaturalizanté®. Inicialmente se probé el buffer de incubaciénifiendo que para
el reconocimiento delrgetfue necesaria la presencia de Mg@a que en ausencia del
mismo, no hubo deshibridizacion del ARNEsta condicién se utilizé entonces para los
experimentos de reconocimiento.

Se prob6 el reconocimiento a distintas tempesafuincubando soluciones de
M1l y M27 (2,75 uM) con soluciones de diferentes concentracioneAN® por
diferentes periodos de tiempo (Vebla 3-9.
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Secuencia ADR
Muestra T (°C) [AMP] (mM) Tiempo (horas)
(2,75uM)
1 M11 18 5
2 M11 37 5
3 M11 37 1 18
4 M11 37 5 18
5 M11 37 -- 18
6 M27 37 5 4

Tabla 3-9.Condiciones ensayadas para el reconocimienttadgten los experimentos con ARQN

Como se observa en FEigura 3-3Q fue posible detectar la separacién de las
estructuras de ADNdeM11 en presencia de AMP en todas las condiciones adaay
lo cual evidencia la captacion dirget por parte del aptamero. Si bien se observa
deshibridizacion en todas las condiciones, la p@pon de ADNisADNgsvaria en cada
una de ellas. Las mejores condiciones para el osomento resultaron ser la
combinacion deM11 + AMP 5 mM a 37°C y por 4 horas, ya que se obsenamayor
proporcion de ADN; frente al ADNs En estas condiciones27 no evidencio
reconocimiento. Esto puede deberse a la mayortlahgie la zona complementdfta
la cual podria requerir condiciones mas exigentea gl reconocimiento dearget
También se probd calentstll en ausencia de analito, a 37°C por 18 horas yeno s

observo deshibridizacion.

Muestras: 1, 2, 3, 4

Ce-S-S-Cs-Apt

Figura 3-30.PAGE no desnaturalizante. Calles de izquierdaectia: Muestra 1, Muestra 2, Muestra 3,
Muestra 4 Cg-S-S-G-Apt, sin siembraiM11 (verTabla 3-9.
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Pensando en la aplicacion de estas estructuras RHgsAcomo capa de
reconocimiento de un sensor, el trabajo a 37°Cesalta practico. Entonces, con el
objetivo de evaluar el reconocimiento a una tentpemanenor se realizé una “cinética”
de reconocimiento de AMP 5mM, a distintas tempesast(20°C y 37°C) comMll
(Tabla 3-10.

Muestras
. Muestras Muestras
Tiempo (horas) (20°C; 1mM
(37°C; 5mM AMP) | (20°C; 5mM AMP) _ ,
2-desoxiguanosina
0,25 7 13 -
0,5 8 14 -
1 9 15 -
2 10 16 -
3 11 17 --
4 12 18 19

Tabla 3-10.Condiciones ensayadas para el reconocimienttadggdten los experimentos con ARQM

diferentes temperaturas.

Como se observa en leigura 3-313 a 37°C la condicién 6ptima para el
reconocimiento sigue siendo la incubacion durank®rés, mientras que a 20°C (ver
Figura 3-310, cuando se realiza la incubacién por 15 mindtosleshibridizacion del
ADNgs es cuantitativa. Como se muestra en el gel, skeopla incubacion d&11l a
20°C y por 4 horas en ausencia detget (calle 1, Figura 3-31h) sin observar
deshibridizacion del ADN. Esto muestra que la deshibridizacion en preseteia
target corresponde al efectivo reconocimiento del mismmoya una deshibridizacion
térmica. Por otro lado, también se probé la incidvade M11 en las mismas
condiciones (20°C y 4 horas) con una solucion 1 deM2-desoxiguanosina (control de

especificidad), sin evidenciar reconocimiento geamero.
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@)

Muestras: 7, 8, 9, 10, 11, 12, 12,

®) e
I' Muestras: 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13

Cs-S-S-Cs-Apt

1 M11 20°C
L -

L oS SCaAnt

Figura 3-31.PAGE no desnaturalizante. Calles de izquierdaectia: (a) Muesta 7, Muestra 8, Muestra
9, Muestra 10, Muestra 11, (Muestra 12) x2, simbi&,Cg-S-S-G-Apt, M11. (b) M11 4 horas 20°C,
Muestra 19, Muestra 18, Muestra 17, Muestra 16,dael5, Muestra 14, Muestra 13-S-S-G-Apt,

M11 (verTabla 3-10.

Por ultimo, se realizé un barrido de concentragote AMP conM11, tanto a
37°C como a 20°CTabla 3-1). El objetivo fue evaluar el posible limite de etation

deltargeten solucion.

Muestras Muestras Muestras
[Targei (uM) : :
(37°C; 4 horas) (20°C; 30 min) | (20°C; 15 min)
0,005 34 -- --
0,05 20 -- --
0,5 21 -- --
AMP 5 22 _ _
50 23 27 31
500 24 28 32
5000 25 29 33
2-desoxiguanosina 1000 26 30 -
Tabla 3-11.Condiciones ensayadas en los experimentos conAbxMa diferentes concentraciones de
target
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Como se observa en Fgura 3-32existe una notable diferencia en la respuesta
entre 500uM y 50 uM de AMP. Esto se observa, inclusive incubando &€C28or 15
minutos. Dichos resultados se correlacionan cororeal encontrados en otros
trabajos’®, donde observan una deshibridizacién del 88% H&6guM, mientras que
cuando incuban con earget en una concentracion 25AM, el porcentaje de
deshibridizacion baja al 70%. Existe, claramenta sompetencia entre &G del
proceso de hibridizacion y &G del proceso de formacién del complejo aptamero-

target Dicha competencia es funcion de la concentrad@target

|
1

® ' 1 \uestras: 31, 32, 33, 27, 28, 29, 3
o +31, 32,33, 27, 28, 29,
|
1
1

’ M11 20°C 0,5 hs

Figura 3-32.PAGE no desnaturalizante. Calles de izquierdaactia:(a) M11, Muestra 26, Muestra 25,
Muestra 24, Muestra 23, Muestra 22, Muestra 21,9ae20, Muestra 34;5-S-S-G-Apt. (b) Muestra
31, Muestra 32, Muestra 33, Muestra 27, Muestravitstra 29, Muestra 3811 20°C 30 minutos,
M11, Ce-S-S-G-Apt (ver Tabla 3-11.
3.5. Conclusion

Se comparé la densidad superficial trabajando oms tghos de anclaje a la
superficie de oro, Ts y tiol, encontrando que amingyos tienen un desempefo
similar, pudiendo desarrollarse un aptasensorrelpaimico para adenosina utilizando
el Ts. El empleo sucesivo d@gt-Ts y MCH permitié ajustar la arquitectura de la capa
de reconocimiento.

Se logré derivatizar el aptamero con un marcademstelactivo como el Fc, tanto

in situ como ex situ Se trabajé en la optimizacion de dicha marcagiose esta
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avanzando en el grupo de trabajo en la posteriofigacion por HPLC del aptamero
modificado para su posterior inmovilizacion solasuiperficie de oro.

Se evidenci6 la quimisorcién del 3-MPA en las comties ensayadas sobre
laminas de Au policristialino y fue posible intramiuel Fc mediante una reaccion en
fase heterogénea y detectar la sefial electroquiareateristica.

Por dltimo, se hicieron aportes para la construccide una capa de
reconocimiento basada en estructuras de AD&valuando las mejores condiciones

para el reconocimiento del analito en solucion.
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Resultados y Discusion — CapituloDlesarrollo de la metodologia para la obtenciénmeptamero contra
deltametrina

4.1. Objetivo

El objetivo de este capitulo es presentar los asrealizados en la obtencion de
un aptamero contra deltametrina. Los aptamerosremdéculas de acidos nucleicos que
se obtienen a través de un proceso de seleatiotro aprovechando la capacidad de
amplificacion molecular de los acidos nucleicos fvigura 4-1). También es conocido
como evolucién sistematica de ligandos por enrimuiento exponencial (SELEX§PS

ADNSs sin ligar Precipitacion
/ Reaccion en cadena
de la polimerasa

A (PCR)

peemmccmecmmecmecmmes -

! 2y )
i 2. SELECCION
! J

—cemccmscmdemesmes e

{3. AMPLIFICACION}

T

® Deteccion por
fluorescencia

- ~.

e . N Luego de N
/1. INMOVILIZACION ¥ S los
DEL TARGET SQBRE UN \":\\_._\
SOPORTE SOLIDO AN

Pool de ADN al azar .
APTAMERO PARA

(Biblioteca) EL TARGET

U

Resina Sepharose y/o
\ Magnetic Beads

Figura 4-1.Esquema general del proceso de SELEX partiendmadiblioteca de base ADN.

Como primer paso experimental, se avanzO en ehmishto deltarget
(deltametrina) de su formulacion comercial, asi cdambién en la inmovilizacién de
dicha molécula sobre un soporte sélido, primerpaetaprescindible para la realizacién
de los ciclos del proceso de SELEX (¥gura 4-1).

La inmovilizacion se realizé sobre dos soportesdeél (ResinaSepharosey
Magnetic Beads y se corroboré realizando una cuantificacion rextea y una
cuantificacion directaRigura 4-2. En la primera se cuantificé la concentracion del
targetdurante la inmovilizacion, observando el descefesta concentracion del mismo
en funcién del tiempo. En la segunda, se trabajd eb soporte ya modificado,

hidrolizando el mismo, y determinando la concemdradeltargeten la solucion.
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INMOVILIZACION DEL  TARGET SOBRE UN SOPORTE SOLIDO

Resina Sepharose

Target
(CPCANH,)

Soporte sélido Soporte Sélido modificadoﬁ + Solucion

Magnetic Beads

V

Cuantificacion
directa

Se hidroliza el
soporte solido y
se mide la
concentracion
de CPCA en

V

Cuantificacion
indirecta

Se mide el
descenso de la
concentracion
de CPCANH, en

solucién

solucion

Cuantificacién por cromatografia gaseosa con
deteccion de captura electrénica, previa
derivatizacién de los compuestos.

Figura 4-2.Esquema del proceso de inmovilizacion tdejet sobre un soporte sélido.

La segunda etapa del proceso de SELEX (selec&iyuyra 4-1) implica la
incubacion deltarget con una coleccibn combinatoria de secuencias deN AD
(BiblioADN s9, sintetizada quimicamente, y que consiste erdedier de entre 1B a
10" secuencias diferenféd Luego, el complejo dehrgetcon el ADN ligado se separa
del ADN sin ligar. Este es uno de los aspectosenasales en el proceso de SELEX y
afecta fuertemente a las caracteristicas de lodmepbs seleccionadd$ Las
secuencias ligadas se eluyen y amplifican utilinadadPCR Figura 4-1, tercera etapa).
Por ultimo, el ADN producto de la amplificacién,AADNgys, se debe transformar en un
nuevo pool, separando las secuencias de ADMKlevantes. Esteool nuevo y
enriguecido se utiliza en el proximo ciclo de SELEtravés de ciclos iterativos de
selecciéon y amplificacion, gdool inicial se reduce a algunas secuencias con la mayo
afinidad y especificidad por dhrget El nimero de ciclos depende de diversos
parametros, como las caracteristicas y concentradel target el disefio de la
BiblioADN ¢s las condiciones de seleccion, la relactarget a BiblioADN ¢s y/0 la
eficiencia del método de particién (separacionAd2 ligado del no ligadd)”.

El proceso de SELEX para la seleccion de un apthmspecifico para utarget
se caracteriza por la repeticion de las etapass anencionadas: seleccion (unién,
particion, elucién) y amplificacion. Si bien es pnoceso universal, no existe un
protocolo estandarizado para la seleccion de uanspb para cualquidarget El
disefio del proceso de SELEX y las condiciones éfpes de seleccion dependen, por
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ejemplo, detarget, de laBiblioADN ¢sy/0 de las caracteristicas y aplicaciones deseadas
para los aptdmeros seleccionados.

Con el objetivo de disefar el proceso de SELEX mghtarget en cuestion, se
avanzo, una vez inmovilizado el mismo, en la puestpaunto de los diferentes
protocolos necesarios para llevar adelante la skgyntercer etapa del proceso de
SELEX (verFigura 4-1). Dichos protocolos involucran técnicas como |g#finacion
del ADN ligado altarget, la deteccion de dichas secuencias por electsifoptanar, la
cuantificacion del ADN luego de la amplificacién rpmarcacion fluorescente, la

precipitacion de las secuencias de ADN, etc.
4.2. Inmovilizacion de un fragmento de la deltametna sobre un soporte sélido
4.2.1. Modificacion quimica de la deltametrina

La deltametrina es transformada rapidamente en condiciones b#tida
abioticas® en elacido 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanoto (CPCA) v el
acido 3-fenoxibenzoicq3-PBA, Figura 4-3.

HyC CHs H4C CHs
By o Br OR, R,0
— o y  \— + o
(0] Br o o

Br CN
CPCA 3-PBA

R;, R,: aminoacido, monosacaridos

Figura 4-3.Transformacion bittica y/o abidtica de la deltainetr

Como consecuencia de la corta vida media deeldametrina en entornos
naturales y/o fluidos biolégicos, se utiliz6 conamget para los ciclos de seleccién el
CPCA, derivado de la misma. La presencia de un grupmogdico libre en elCPCA
facilita la modificacion quimica del mismo para osterior inmovilizacion sobre un
soporte soélido. Dicha modificacion quimica involuda incorporacion aCPCA de un
brazo bidentadolifiker) que permite la inmovilizacién del mismo sobre soporte
sélido sin comprometer directamente su estructwémiga. Esto dltimo resulta

importante para la segunda etapa del proceso deEXEler Figura 4-1), que involucra
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la seleccidn de las secuencias de ADN con afinmbaceltargeten cuestion y, para ello
es necesario que la estructura de dicha molé@RE&A) esté disponible quimicamente.
De esta forma, se obtuvo €@PCA modificado siguiendo la ruta sintética
detallada en l&igura 4-4 En primer lugar, se obtuvo €IPCA (5, Figura 4-4) por
saponificacion directa del correspondiente prodémtmulado Decis Fortg (4, Figura
4-4) y posterior purificacion por columna de silicd. gélternativamente, se intentd
extraer ladeltametrina directamente ddDecis Fortepara su posterior hidrélisis pero
dicho procedimiento tuvo rendimientos muy bajosgya en el proceso de extraccion

de la misma a partir d€lecisse obtiene una emulsion dificil de resolver.

H3C Hs HsC
Br
NaOH/EtOH SOCI

& N R= 86% Br o P|r|d|na Br
Decis Forte  (4) CPCA (5)
o } o Piridina
—
DIPEA/THF o NH/\/O\/\OH CH,CI,
R =75% 1o
HsC CHs
v
Br O
— l O/\/NH
Br o
Piperidina
R=75%|
Piridina
HyC CH,q
Br fo)
\/\O/\/NHZ
o]

Br
CPCA-NH, (10)

Figura 4-4.0Obtencién y modificacion quimica dePCA.

Una vez obtenido eCPCA se procedié a su activacion, con el objetivo de
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transformar el grupo carboxilico en un grupo maactreo para el posterior
acoplamiento delinker. Se probaron distintas reacciones de activaciGnCiRCA
(activacién con NHS, con DCC y con cloruro de fionresultando la mas satisfactoria
aquella que involucra la reaccion d&PCA con cloruro de tionilo, para dar de esta
forma el correspondiente cloruro de &cido,cleruro de 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropanmetanoilo (6, Figura 4-4. Como dicho compuesto es muy reactivo,
no se purificé y por lo tanto tampoco se pudo dalcel rendimiento de la reaccion. El
mismo se conservo a -4°C hasta el momento de adous

Por otro lado, se trabajé sobre la estructur@d@taminoetoxi)etanol(7, Figura
4-4), esto es, dinker que se desea acoplarGPCA. Se protegio el grupo amino del
mismo con FMOC-CI, dejando de esta manera libgrugdo hidroxilo, obteniéndose el
9H-fluoren-9-ilmetil[2-(2-hidroximetoxi)etiljcarbam ato (8, Figura 4-4. El grupo
protector FMOC es estable en medio acido y sedibarmedio basico suave, siendo un
grupo protector utilizado en la sintesis peptidicdase solida. Posteriormentelieker
con el grupo amino protegid®,(Figura 4-4 se hizo reaccionar con eloruro de 3-
(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanmetanoilo (6, Figura 4-4 obteniéndose, a
través de una alcohdlisis, el éster correspondi@R&A con ellinker acoplado), esto
es, el3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato de 2-(2-{[(9H-fluoren-
9-ilmetoxi)carbonilo]amino}etoxi)etilo (9, Figura 4-4.

Finalmente, el grupo FMOC se removio con piperigingiridina de forma tal de

obtener el derivado de la deltametrina modificagb, 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropancarboxilato de 2-(2-aminoetoxi)efo (10, CPCA-NH,, Figura 4-
4). Dicho producto fue purificado y caracterizade B&N (verFigura 4-5y Figura 4-
6). Resulta crucial en la etapa de seleccion daelgsm de SELEX (veFigura 4-1), la
pureza deltarget de forma tal de minimizar el enriquecimiento diganucleotidos
inespecificos y por lo tanto, aumentar la espeddit de la seleccion.

Se evaluo la estabilidad dEPCA-NH; en una solucién 10 mM de buffer Tris-
HCI pH 7,6 por c.c.d., resultando estable por 2dasioDicho buffer es el que se utiliza
en los ciclos de seleccion (segunda etapa del goabe SELEX, veFigura 4-1), por lo

tanto resulta importante corroborar quéaefietfuera estable en el mismo.
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Figura 4-5.CPCA-NH, (10, Figura 4-4). (a) RMN 'H. (b) RMN de correlacién homonuclear (COSY).

4.2.2. Inmovilizacién deltarget sobre un soporte solido (Primera etapa del
proceso de SELEX)

Se trabajé con dos soportes solidos diferentesupdado una resina de agarosa

(Sepharose ECH 4By por otro, con una resina magnétiddclag™ Caboxy-
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terminated Magnetic BeafildJna de las etapas mas criticas del proceso HEXSES la

separacion del ADN sin ligar de las secuenciasafonidad por eltarget (particion),

luego de la etapa de selecciéon (Fagura 4-1). Cualquier método que permita separar

las secuencias de ADN del complejo AldMget puede ser usado en la etapa de

seleccior’. La inmovilizacion detargeten una matriz particular permite una efectiva
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Figura 4-6. CPCA-NH, (10, Figura 4-4). (a) RMN **C. (b) RMN de correlacion heteronuclear (HSQC).
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Un método de separacion convencional es la cromadtagde afinidad donde el
target estd generalmente inmovilizado en materiales denow, por ejemplo,
agaros&>!" permitiendo la separacion de las secuencias seadas (ADN sin ligar)
con multiples lavadd$®. Sin embargo, un método mas reciente, llamgtidMag
SELEX’’ utiliza beads magnéticos como matriz sélidd Estosbeadsse pueden
funcionalizar superficialmente para permitir el lajec covalente (inmovilizacion) del
target Como principal ventaja, requieren una menor dadtidetarget para una
conjugacion eficiente en comparacion con los matsi convencionales. Ademas,
como la separacion magnética es rapida, simplegtied, el uso dbeadsmagnéticos
modificados superficialmente es una alternativa esap a la inmovilizacion
convencional en agaros&'”

En ambos casos los soportes estan modificados nguog) carboxilicos. El
acoplamiento deCPCA-NH, (ligando con grupo amino en su estructura quimsea)
realiz6 mediante la activaciéon del grupo carbogilidel soporte sélido con EDC
(Figura 4-79'"® La efectiva inmovilizacién deCPCA-NH, sobre los soportes sélidos
se siguidé por cromatografia gaseosa utilizando quipe con un detector de captura

electrénica (CG-ECD), por dos vias diferentes.

HaC CHy
EDC / DMF Br
OH . NH o)
.\|( 14 .T( \/\O/\/ \’A<
o e o o Br

Figura 4-7.Ruta de anclaje d&lPCA-NH, (10) al soporte soélido.

Por un lado, se realizé una cuantificacion indaed¢l CPCA-NH,, midiendo la
disminucién de la concentracion del mismo en soluen funcién del tiempo de
inmovilizacion (verFigura 4-2. Por otro lado, una vez finalizada la inmovilideg se
hidrolizaron porciones de ambos soportes sélidegu(a 4-8 y se realizd una
cuantificacion directa, midiendo la concentraci&CIiPCA en solucion generada luego
de la hidrdlisis (veFigura 4-2).

La correcta modificacion del soporte solido es amgpcritico para la realizacion
de la segunda etapa del proceso de SELEX (selecearFigura 4-1), ya que se
expondré epool de secuencias de ADN al azar a dicho soporte madd. Es por este
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motivo que resulta crucial corroborar la efectimanovilizacion deltarget sobre el
mismo. Se realizd, entonces, una doble corrobarad@ddicha modificacion. No se han
encontrado en la literatura resultados sobre latieée caracterizacion del proceso de
inmovilizacién de untarget sobre un soporte sélith En general, se encuentran
resultados cualitativos medidos por espectroscagffarroja (IR}*°, UV-visible o
ELISA™! y/o cuantitativos usando un enfoque indirecto, pmplo, midiendo la
concentracién detarget antes y después del acoplamiento, usando métamos c
HPLC"®? 0 espectroscopia UV-visiBf&83

HaC
HaC cHy s CHg

Br

.\(“H\/\O/\/O L B NH, R HO .
‘ H EtOH o) Br
o o) B

Figura 4-8.Hidrolisis del soporte sélido modificado.

4.2.2.1. Optimizacion de las condiciones para la antificacion por CG-
ECD de la inmovilizacion

4.2.2.1.1. Cuantificacion indirecta

Inicialmente se trabajé en la puesta a punto dectagliciones para poder
cuantificar elCPCA-NH, por CG-ECD. Como se puede observar eRitpra 4-9 el
CPCA-NH; presenta una sefial a=t 3,27 minutos, la cual se diferencia de los picos
cromatograficos correspondientes a la deltametftna= 5,10 minutos, ;t= 5,46
minutos). Por otro lado, el mismo resulta dificiltee cuantificable dada la interaccion
del grupo amino con la fase fija, generando unmidiscion en la resolucion analitica
de la sefial (“cola”).

Se procedid, por lo tanto, a derivatizar €PCA-NH, con anhidrido
trifluoroacético Figura 4-10 de forma tal de transformar el grupo amino teahan
una amida y por lo tanto, eliminar la “cola” detpiy ademas aumentar la sensibilidad
al incorporar los sustituyentes fluoratfis El producto obtenido, el3-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato de 2-
{2[(trifluoroacetil)amino]etoxi}etilo (11, CPCA-NHCOCF3) se purificd por columna
de silica gel y se caracteriz6 por RMN.
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Figura 4-9.Cromatograma obtenido por CG-ECD de una solucio@ ppm deCPCA-NH, (10) en
tolueno. Inserto: Cromatograma obtenido por CG-Eféina solucion 1,55 ppm Beltametrina en

tolueno.

Se prepar6 una solucion patrén 0,980 ppnCBEA-NHCOCF; en tolueno y se
analizé por CG-ECD. Como muestraHigura 4-11se observa una mejora notable en el
aspecto del pico cromatografico y en la sensihdlidel método, obteniéndose una sefial

cuantificable a un £ 3.60 minutos.

HLC CHg
F
(o] NH Br
\/\O/\/ 2 CH2C|2/Et3N L ‘ O\/\O/\/NH\H\F
EEEEE——
F
Br o Foe F o o o
10 F)ﬂ(oﬂ\': 11
F
o o

R =53%
Figura 4-10.Reaccion de obtencion d&k(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato de 2-

{2[(trifluoroacetil)amino]etoxi}etilo (11).

Se utilizé, entonces, dicha derivatizacion paracdantificacion indirecta del
CPCA-NH; durante la inmovilizacion sobre el soporte solidara ello se optimizaron
las condiciones de derivatizacibn dePCA-NH, en la mezcla de reaccion para
cuantificar en el CG-ECD las alicuotas que se futemando durante la inmovilizacion
sobre el soporte solido. Lo que se busco fue coreslgue los reactivos en exceso y
posibles productos secundarios no afectaran laificaoion del producto en cuestion.

Basados en las condiciones para la inmovilizaciéhtarget sobre el soporte
sélido (primera etapa del proceso SELEXqura 4-1), se optimizaron las condiciones

de tratamiento de la muestra, como asi también clasdiciones del método
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cromatografico (relacion dsplit, atenuacion, etc.), de forma tal de obtener ufialse

cuantificable.

Area (uV.s)

Tiempo (minutos)

Figura 4-11.Cromatograma obtenido por CG-ECD de una soluci®8®ppm deCPCA-NHCOCF;
(12) en tolueno.

4.2.2.1.2. Cuantificacion directa

Primero se pusieron a punto las condiciones derateracion delCPCA, como
asi también las condiciones de corrida del proddetavatizado en el CG-ECD, de
forma tal de transformar el grupo carboxilico engmapo éster fluorado, aumentando
asi la sensibilidad del métodd

Se procedio entonces a activaiG®#CA con DIC y luego se derivatizé con HFP
(Figura  4-12. El producto obtenido, el 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropancarboxilato de 2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil)etilo (12, CPCA-
OCH(CFs3),) se purifico por columna de silica gel y se caraabgoor RMN.

CH
HaC CHg H3C 3 .
Br oH Bl o ]
DIC /CHZCIZ — || . F
E—
OH B
Br o . r . .
5 F F 12
E
F F
R = 80%

Figura 4-12.Reaccién de obtencion d&k(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato de

2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil)etilo  (12).
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Se prepardé una solucion 0,770 ppm @BCA-OCH(CF3), en tolueno y se
analiz6 por CG-ECD. Como muestra Rigura 4-13 se observa una sefal
cromatografica cuantificable a un= 2.74 minutos que no se superpone con los picos
correspondientes a los reactivos (DIC y HFP). 8nlen el proceso de derivatizacion
guedan reactivos en exceso, no afectan la cuatidic de la sefial correspondiente al

producto.

Area V. s)

*\

\
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Figura 4-13 Cromatogramas obtenido por CG-ECD de una solu@jon0 ppm d&€PCA-OCH(CF3),
(12) en tolueno (rosa), 0,680 ppm de HFP en toluend)(2y840 ppm de DIC en tolueno (verde).

4.2.2.2. Inmovilizacion del CPCA-NH sobre soportes sélidos

Una vez puestas a punto las condiciones para einsemto de la inmovilizacion,
se activd el grupo carboxilico de ambos soportas EDC en DMF para luego
incubarlo junto con eCPCA-NH; (ver Figura 4-7). En ambos casos, la reaccion de
acoplamiento se siguié por CG-ECD, derivatizandodlicuotas del sobrenadante con
anhidrido trifluoroacético (vefigura 4-10.

Cuando el acoplamiento concluyo, se hidrolizé uaecipn de ambos soportes
sélidos con NH(c) en etanol (veFigura 4-8. EI CPCA obtenido se activo con DIC y
se esterific6 con HFP para obtener el éster careBente (velFigura 4-19. De esta
manera se confirmé la efectiva inmovilizacion géaga del soporte sélido por dos vias

diferentes.

4.2.2.2.1. Soporte s6lidd=ECH Sepharose 4B

La ECH Sepharose 4Bonsiste en una matriz de agarosa modificada lcacido
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6-aminohexanoico, por lo tanto, contiene grupodaxdticos libres (12-1umoles de
grupos carboxilicos/mL de gel seco).

Se prepar6 una solucion madre 520 ppmGRCA-NH; en tolueno. La misma se
derivatizé con anhidrido trifluoroacético y consatedo una conversion cuantitativa, se
obtuvo una solucion 3,18 ppm dePCA-NHCOCF;. Se construydé una curva de
calibrado (0 ppm — 1,30 ppm), cuantificando por EGP (Figura 4-14).

1,2E+06 -
10E+06 { |
Tl)-\ 8,0E+05 ] Tiempo (minutos)
2
= 6,0E+05 -
o y=mx+b
<< 4,0E+05 - § m(V.s.ppm)[(117 £2) x 10
b (V.59 (22+2)x 18
2,0E+05 - R = 0.9986
0,0E+00 T T T r T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

[ CPCA-NHCOCF;] (ppm)

Figura 4-14.Curva de calibrado d&PCA-NHCOCFs. Inserta Cromatogramas obtenidos por CG-ECD
del CPCA-NHCOCF; (11).

Para el acoplamiento dtrget se trabajo con la resina en DMF por duplicado;
por un lado se activo la misma con EDC (C/EDC))oy ptro lado, se trabajo con la
resina sin activar (S/EDC), como experimento contib objetivo del experimento
control es evaluar la posible interaccion inespeiéntre el soporte sélido y target
Dicha interaccion resultaria desfavorable ya quariescomprometiendo la estructura
del target, evitando su disponibilidad para la interaccion tas secuencias de ADN en
la etapa de seleccion.

Se agreg0, en ambos casosCEICA-NH; disuelto en DMF. Se agité a 25°C
durante 48 horas, tomando alicuotas ge.5Las mismas se derivatizaron siguiendo el
protocolo antes mencionado (\F@gura 4-10)y se analizaron por CG-ECD.

A partir de la curva de calibrado se calculo la camtracion deCPCA-
NHCOCF; en las alicuotas en funcién del tiempo. Como madstFigura 4-15 se

observa una disminuciéon de la concentraciolCBEA-NHCOCF3, luego de 48 horas
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de inmovilizacion.

Area (V. s)

e >
0,9 |
| '/' \~‘ Tiempo (minutos)
_ 084 ‘1
= -
S
R
w
)
O
)
T
Z
8 0 2 i y=mx + b
o ! 1
O m (ppm . h%)|(-35 £ 8) x 1¢0*
— 0.1 1 b (ppm) | (49 £2) x 167
0,0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

Figura 4-15.Valores de concentracion @@ CA-NHCOCF;en funcion del tiempo para las diferentes
alicuotas durante la inmovilizacién dePCA-NH, sobre |laECH Sepharose 48/EDC (rosa) y S/IEDC
(azul).Inserta Cromatogramas por CG-ECD @®2CA-NHCOCF;para las alicuotas tomadas a las 24

horas de inmovilizacion.

Se realizé, entonces, un balance de miaspa 4-16 de forma tal de corroborar
la coherencia de los resultados obtenidos, estwegsicar que la disminucién de la
concentracion d€PCA-NH; en funcion del tiempo se debe a un efectivo acaplaim
de dicha molécula a la resina. Ademas, considerrsd@sultados de la inmovilizacion
sin activacién (control, S/EDC), se puede evalaadpecificidad del mismo.

Como se puede ver enffiégura 4-16 existe una interaccion inespecifica entre el
CPCA-NH; y la resina, ya que el numero de moles inmoviligzadn el experimento
con activaciéon (C/EDC; 3,36 x POmoles) supera al nimero de moles de grupos
carboxilicos disponibles para dicho anclaje (1,30% moles). Es més, el nimero de
moles inmovilizados en el experimento sin activaci®/EDC) es comparable al
namero de moles en el experimento con activacion.

Se procedid a continuacion, a verificar por cuaddion directa, la
inmovilizacién sobre dicha resina. Para ello, saGaina porcion de cada una de las
resinas (S/EDC y C/EDC) y se hidrolizaron con /i de forma tal de obtener el
CPCA en solucion (veFigura 4-8. Luego, se derivatizaron las muestras con DIC y
HFP (verFigura 4-12 para obtener e€PCA-OCH(CF3), y cuantificarlo por CG-ECD
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(Figura 4-179.

Experimento C/EDC

= -5
Niniciales = 8,99 X 10> moles

(considerando los moles de CPCA-NH, iniciales
y un factor de conversién en la derivatizacion

del 100%) ) N ¢/epc = 3,36 x 10° moles
_ 5 (especifico + inespecifico)
r‘sobrenadanl:e C/EDC — 5'62 x10 moles

(medidos en el sobrenadante luego de
48horas de inmovilizacién)

|
|
I . —.»: NiNMOVILIZADOS especificamente -
|
|

. |
Experimento S/EDC _ . =1,97 x 10°moles -
Niniciates = 1,32 X 10*moles (N R-cooH disponibles = 1,39 X 10 moles)
(considerandolos moles de CPCA-NH, iniciales
y un factor de conversién en la derivatizacién ’ _ 5
del 100%) L Ngepe=1,39x10° moles

. (inespecifico)
nsobrenadanteS/EDC = 1118)( 10“*moles
(medidos en el sobrenadante luego de
48horas de inmovilizacién)

Figura 4-16.Esquema del balance de masa para la inmovilizale6@PCA-NH, sobre I&ECH
Sepharose 4B = 5), luego de 48 horas.

Como una primera aproximacion y como muestradhla 4-1 se observé una
relacion de area de la sefial cromatografic@ @EA-OCH(CF3), S/EDC : C/EDC de 1
: 2,2. Si bien se observa una mayor derivatizad&rsoporte activado frente al que no
fue activado, estos resultados no se correlaciooarios obtenidos en la cuantificacion

indirecta, donde la relacion de modificacion S/EDQEDC fuede 1 : 1,4.

Area(uVv.s)

RN N R N N N N N N N N L N R N L N
2.40 245 250 255 260 2565 2.70 275 2.80 2585 2.90 295 3.00 305 3.10 315

Tiempo (minutos)

Figura 4-17 Cromatogramas por CG-ECD correspondientes algecPCA-OCH(CF3),en las
muestras S/EDC (azul) y C/EDC (rosa)EteH Sepharose 4B

En funcidén de estos resultados, se trabajé endatawa punto de las condiciones

de lavado de la resina luego de la derivatizaadepntrando mejores resultados luego
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de realizar cuatro lavados sucesivos previos &lélisis de la resina (dos lavados con
NaOH 5%m/V; seguidos de un lavado con agua Milli@nalmente, un lavado con

EtOH 96%). El objetivo es eliminar por lavados taeraccion inespecifica entre el
targety la resina.

t- (min) | Area promediolfV . s) (n = 4)
S/IEDC 2.72 (29 + 2) x O
C/EDC 2.75 (63 +2) x 10

Tabla 4-1 Resultados de la integracion del pico correspomndialCPCA-OCH(CF5), en las muestras
S/EDC y C/EDC d&CH Sepharose 4B

Se prepar6 una solucién madre 1,01 %dfn deCPCA en tolueno. La misma se
derivatizé con HFP y DIC y considerando una congerguantitativa, se obtuvo una
solucion 1,48 ppm d€PCA-OCH(CF3),. Se prepararon diluciones sucesivas de la
misma y se construy0 una curva de calibrado pamalecionar el drea medida en el
CG-ECD con la concentracién @ CA-OCH(CF3), (Figura 4-18.

8,0E+05 - y=mx+b
m(V.s.ppn?) | (550 +8) x 103
b (7V.s) (13+5) x 108
i 6,0E+05 - R?=0,9990
> @
= >
5 H
g 40E+05 1 g
<
2,0E+05 - N
0'0 E+OO : : : Tiempo (minutos)
0,0 0,5 1,0 15

[CPCA-OCH(CFy3)2] (ppm)

Figura 4-18.Curva de calibrado d&PCA-OCH(CF53),. Inserta Cromatogramas obtenidos por CG-
ECD deCPCA-OCH(CF3), (9).

Nuevamente, se tomd una porcion de cada una dedemas (S/EDC y C/EDC),
se hidrolizaron y se derivatizaron como se menciantgriormente. Se observo una
relacion de concentracion @ CA-OCH(CF3), S/EDC : C/EDC 1 : 2,6T@abla 4-2, la

cual se correlaciona con los resultados obtenidésriarmente pero continla siendo
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mayor que en el caso de la cuantificacion indirecta

tr (min) [CPCA-OCH(CF3)2]promedio(PPM) (N = 4)
S/EDC 2,62 0,097 £ 0,008
C/EDC 2,62 0,25 +£0,03

Tabla 4-2 Valores de concentracion @2 CA-OCH(CF3),en ppm, calculados a partir de la integracién
del pico correspondiente @PCA-OCH(CF3), en las muestras S/EDC y C/EDCHEEH Sepharose 4B
en el CG-ECD

Considerando la carga de la resina y el nUumero aeswitilizados, se calculd el
namero de moles dEPCA-OCH(CF3), que se hubiese esperado obtener si la resina
hubiese sido modificada cuantitativamente. Se @hsgue el porcentaje de resina
derivatizada es menor al 1%, lo cual no se cori@iaccon los resultados obtenidos en
la cuantificacion indirecta.

Con dichos resultados, no se puede concluir unetiedeinmovilizacion de la
resinaECH Sepharose 4BEsto se puede deber a la dificultad que se piesan
manipular porciones pequefas de dicha resina,dbllewra a una ineficiente separacion
de los sobrenadantes, y consecuentemente, a desulgco concluyentes sobre la
modificacion del soporte sélido. Como consecuemi@aestos resultados se decidio

explorar la utilizacion de otros soportes solidos.

4.2.2.2.2. Soporte sdlido:BcMag Carboxy-terminated Magnetic
beads

Los BcMag Carboxy-terminated Magnetic beasisn particulas magnéticas de
oxido de hierro recubiertas de silice deurh de diametro con una alta densidad de
grupos carboxilicos superficiales (aproximadaméegft@umoles de COOH/g deeads.
Debido a las propiedades magnéticas de las missnasjanipulacion resulta mucho
mas facil y por lo tanto, méas eficiente que erasbcde la resineCH Sepharose 4B

Se trabajé de forma similar al caso del anterigrose solido. Brevemente, se
preparé0 una solucibn madre 520 ppm @FHFCA-NH, en tolueno. La misma se
derivatizé con anhidrido trifluoroacético y consaledo una conversion cuantitativa, se

obtuvo una solucion 3,24 ppm dePCA-NHCOCF;. Se construydé una curva de
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calibrado (0 ppm — 1,10 ppm), cuantificando por EGP (Figura 4-19.

3,0E+05 y=mx+b
m(uV .s.ppn) [(29+1) x 10* .
b (W.s) |(13£6)x10°
2,5E+05 R? = 0,9986
‘»n 2,0E+05

Area (v . s)

1,5E+05

Area (uV

1,0E+05

5,0E+04

'ﬁempo (miﬁutos)

0,0E+00

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
[CPCA-NHCOCF3] (ppm)

Figura 4-19.Curva de calibrado d&PCA-NHCOCF. Inserta Cromatogramas obtenidos por CG-ECD
de CPCA-NHCOCF; (8).

Para la inmovilizacién, se utilizaron 0,5 mL de risina (2 10 °moles de
COOH) en DMF por duplicado (S/EDC y C/EDC). Se axtla misma con EDC
(C/EDC) y luego se agreg0, en ambos experimentdSPEA-NH, disuelto en DMF.
Se agité a 25°C durante 48 horas, tomando alicud¢a$ pyL. Las alicuotas se
derivatizaron siguiendo el protocolo antes mendaondver Figura 4-10) y se
analizaron por CG-ECD.

A partir de la curva de calibrado se calculdé la cemtracion deCPCA-
NHCOCF;en las alicuotas en funcion del tiempo. Como madatfrigura 4-2Q en el
caso del soporte activado (C/EDC), se observa igmairtlicion en la concentracion de
CPCA-NHCOCF3; en solucién, luego de 48 horas de inmovilizaciére d
aproximadamente el 50%, mientras que en el casexgelrimento control (S/EDC), la
concentracion practicamente no se modificé a igdatel tiempo.

Se realizé un balance de masa en el cual se pusdavar, nuevamente, una
interaccion inespecifica con la resina, la cualfu® posible cuantificar ya que no se
observé un claro descenso de la concentraciOlCl€A-NHCOCF; en el control
(S/EDC).

Al no ser muy concluyentes estos resultados, séadp inmovilizacion pero

dejandolo 120 horas en lugar de 48 horas. Se prepar solucion madre 760 ppm de
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CPCA-NH; en tolueno. La misma se derivatiz0 con anhidridfbudroacético y
considerando una conversion cuantitativa, se obtuneosolucion 4,32 ppm dePCA-
NHCOCF3;. Se construyd una curva de calibrado (0 ppm — p@), cuantificando
por CG-ECD Figura 4-21J).

0,35

0,30

0,25

0,20

Tiempo (minutos)

0,15

0,10 y=mx+b g
m (ppm . h?) | (-17 £6) x 16}
0,05 b (ppm) (26 £1) x 1@

[CPCA-NH COCF3] (ppm)

0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (hs)

Figura 4-20.Valores de concentracion @ CA-NHCOCFzen funcién del tiempo para las diferentes
alicuotas durante la inmovilizacion dePCA-NH, sobre loBcMag Carboxy-terminated Magnetic
beadsS/EDC (azul) y C/EDC (rosalnserta Cromatogramas por CG-ECD @®CA-NHCOCF;para
las alicuotas tomadas a las 48 horas de inmovitimac

Para la inmovilizacién, se procedid6 de forma simi® la mencionada
anteriormente, tomando muestras d@il5a lo largo de 120 horas, derivatizandolas
segun el procedimiento antes mencionado Rigura 4-10)y analizandolas por CG-
ECD.

y=nx+b
8,0E+05 1~ m(uV . s . ppm?) | (99 +2) x 10*

7,0E+05 - b (uv.s) (26 +6) x 108
R? = 0,9986

6,0E+05 -
5,0E+05 -
4,0E+05 A
3,0E+05 -
2,0E+05 -
1,0E+05 A

0,0E+00 T T
0,0 0,2 0,4 0,6
[ CPCANHCOCF;] (ppm)

Area(uV . s)
Area (v . s)

Tiempo (minutos)

Figura 4-21.Curva de calibrado d&PCA-NHCOCF3. Inserta Cromatogramas por CG-ECD de
CPCA-NHCOCF; (8).
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A partir de la curva de calibrado se calculo la camtracion deCPCA-
NHCOCF3;en las alicuotas en funcion del tiempo. Como madatfigura 4-22 en el
caso del soporte activado (C/EDC), se observa ismirlicién en la concentracion de
CPCA-NHCOCF3 en solucion, luego de 120 horas de inmovilizaciae
aproximadamente el 60%, mientras que en el casmdéiol (S/EDC), la concentracion

disminuye aproximadamente un 20%.

0,40
035 § 3
0,30
0,25 3
0,20 - i

0,15 A K

0,10 A y=mx+b
0.05 m (ppm . h?) | (-11 +4) x 1¢*

b (ppm) (27 £3) x 1@
0,00 T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Tiempo (hs)

-
gl
e
al

[CPCA-NHCOCF;] (ppm)
[_|
|

Figura 4-22.Valores de concentracion @@ CA-NHCOCF;en funcion del tiempo para las diferentes
alicuotas durante la inmovilizacion dePCA-NH, sobrelos BcMag Carboxy-terminated Magnetic
beadsS/EDC (azul) y C/EDC (rosa).

Una vez transcurridas las 120 horas, se separasosobrenadantes de las resinas
y se derivatizaron siguiendo el mismo protocoloeaniencionado, se lavaron las
resinas con DMF por triplicado y luego, con EtOB2® Los sobrenadante de los
lavados también se derivatizaron y todas las magest analizaron por CG-ECD. Como
se puede observar enTabla 4-3 existe una diferencia entre los valores medidos d
CPCA-NHCOCF3; en el control (S/EDC) frente al experimento conivacion
(C/EDC), consistente con los valores medidos darntnmovilizacion. Por otro lado,
s6lo se observa presencia@BCA-NHCOCF; en el primer lavado de las resinas con
DMF.

Se realiz6 un balance de madag(ra 4-23 en el cual se pudo observar,
nuevamente, una interaccion inespecifica con lmagya que el nUmero de moles
inmovilizados (6,41 x I® moles) es mayor al nimero de moles de grupos x#idms
disponibles (2,00 x 1®moles). Considerando la inmovilizacién en el coinB/EDC),

se pudo estimar el nimero de moles de analito ilimados especificamente sobre la
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resina (3,62 x 10 moles), valor que resulta coherente con el ndnderanoles de

grupos carboxilicos disponibles.

[CPCA'NHCOCF3] promedio(ppm) (n = 3)
1° Lavado 2° Lavado 3° Lavado
Sobrenadante EtOH 96%
DMF DMF DMF
S/EDC| 0,22 +0,03| 0,046 + 0,005 ND ND ND
C/EDC| 0,12+0,01| 0,006 0,001 ND ND ND

Tabla 4-3 Valores de concentracion @@ CA-NHCOCF;en ppm, calculados a partir de la integracion
del pico correspondiente @PCA-NHCOCF;en el sobrenadante y los lavados de las mues&&xCSy
C/EDC deBcMag Carboxy-terminated Magnetic beatsel CG-ECDND: no detectable.

Se trabajé con la inmovilizacibn de 120 horas ypsecedid a realizar una
cuantificacion directa. Se llevo a sequedad laneesiodificada (S/EDC y C/EDC) y se
resuspendié en 0,5 mL de EtOH. Se tomaron 0,07@enla suspensién (2,80 x 10
moles de COOH) y se hidrolizaron con §¢j, de forma tal de obtener EPCA en

solucién.

= -6
Ngobrenadante c/EDC = 3,11 x 10* moles

(medidos en el sobrenadante luego de 120
horas de inmovilizacién) N ¢/eoc = 6,41 x 10 moles

Experimento C/EDC N1 lavado ¢/eoc = 1,03 X107 moles | (especifico + inespecifico)
(medidos en el sobrenadante del 1° lavado |
luego de 120 horas de inmovilizacién) | . :
) : . Relacion ¢epcsepc = 2,3
Niniciates = 9,63 X 10 moles I T -

(considerandolos moles de CPCA-NH, iniciales k.- > N |INMOVILIZADOS especificamente !

y un factor de conversidn en la derivatizacion . =3,62x 10 6moles !

, del 100%) L e e e - = a

I
/ B I (N r-coom disponibles = 2,00 X 10 moles)
= -6
Nsobrenadante S/EDC ~ 5168 x 10 moles I
Experimento S/EDC (medidos en el sobrenadante luego de 120

horas de inmovilizacién) Ng/epc= 2,08 x 10¢ moles
. . [f. )
\) Nye avado s/epc = 7,85 X 107 moles (inespecifico

(medidos en el sobrenadante del 1° lavada
luego de 120 horas de inmovilizacién)

Figura 4-23.Esquema del balance de masa para la inmovilizatet@PCA-NH, sobre laBcMag
Carboxy-terminated Magnetic beadisego de 120 horas (n = 5).

Luego, se derivatizaron las muestras con DIC y H¥® Figura 4-12 para
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obtener eCPCA-OCH(CF3)2 que se cuantificd por CG-ECPBifjura 4-249.

Area (v .s)

Figura 4-24 Cromatogramas obtenidos por CG-ECD corresporal@mico deCPCA-OCH(CF3),en
las muestras S/EDC (azul) y C/EDC (rosaBd&lag Carboxy-terminated Magnetic beads

Como una primera aproximacion y como muestradhla 4-4 se observa una
relacion de area de pico @PCA-OCH(CF3), S/IEDC : C/EDC de 1 : 1,6, resultado
comparable con el obtenido por cuantificacién daegue resulté de 1 : 2,3. De esta
manera, se confirma la efectiva modificacion de BsMag Carboxy-terminated

Magnetic beadson el target de interéEPCA-NH>).

t.(min) | Area promediolfV s) (n = 5)
S/IEDC 2,67 (1,70 £ 0,04) x 10
C/EDC 2,67 (2,64 +0,02) x 10

Tabla 4-4 Resultados de la integracion del pico correspomdialCPCA-OCH(CF3), en las muestras
S/EDC y C/EDC d&cMag Carboxy-terminated Magnetic beads

4.3. Preparacion de la pre-columna de seleccion (BEX-Negativa)

El proceso de SELEX-Negati¥/4 permite descontar las secuencias de
oligonucleotidos que pudiesen presentar afinidadepgsoporte solido, o por &hker,
y no por elCPCA-NH,. Para ello se prepard una pre-columna comtddag Carboxy-
terminated Magnetic bead®n las mismas condiciones que se mencionaron
anteriormente (120 horas) pero que no contier@P&€A-NH; sino ellinker (4, 2-(2-

aminoetoxi)etano) inmovilizado en el soporte.
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Cuando se lleva a cabo el proceso de SELEX ctargdtinmovilizado sobre un
soporte sdlido, es extremadamente importante amesgurde eliminar cualquier
secuencia que presente afinidad por el soportep @shtambién por dinker'’®. Una
vez obtenidos los aptameros, son generalmente sigada cuantificar dargetlibre en
solucion, por lo tanto cualquier afinidad del aptéonpor el soporte soélido reducira la

funcionalidad del mismo.

4.4. Disefio del proceso de SELEX

Una vez inmovilizado eCPCA-NH;, y preparada la columna para la SELEX-

Negativa, se procedio a llevar adelante el disefiprbceso de SELEX.

4.4.1.Poolde ADN inicial

El pool de ADN al azar (veFigura 4-1) consisti6 en una biblioteca de ADN
(BiblioADN g9 con una zona aleatoria de 60 bases. La zonaoakeaepresenta una
zona degenerada, donde en cada una de las posidiapecantidades equimolares de
cada una de las cuatro bases (A, C, Ty G).

Se requiere un minimo de 25 nucleétidos para temer diversidad de 10
secuencias diferenté§& Cominmente, se utilizan bibliotecas con zonastalas de
entre 20 a 80 nucledtiddd Un gran nimero de aptameros seleccionados fueron
truncados a una secuencia minima funcional despeiéproceso de SELEX Esto
sugiere que las bibliotecas con regiones aleatamis cortas son suficientes para una
seleccidon exitosa de los aptameros. Las bibliotenas cortas son mas faciles de
manipular y menos costosas. Ademas, la seleccioaptiameros mas cortos puede
resultar Util para numerosas aplicaciones. Sin egobal aumentar la longitud de la
zona aleatoria, aumenta la complejidad estructieda biblioteca y consecuentemente,
las estructuras complejas con aptameros con aft@ad por eltarget®. Al trabajar
con una biblioteca de 60 nucledtidos aleatoriohused, por lo tanto, una situacion de
compromiso entre ambos factores.

La zona aleatoria esta flanqueada por dos secsera#a 18 nucledtidos
complementarias arimers para la PCR, de forma tal que B&#blioADN ¢ tiene una
longitud total de 96 nucle6tidts (Figura 4-25.
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Zona fija de 18 bases (primer up)

Ve

BiblioADN _: 5-CGT ACG GAA TTC GCT AGCGGA TCC GAG CTC CAC GTG-3

Zona fija de 18 bases (primer down)

Zona aleatoria
de 60 bases

Figura 4-25 Secuencia de la biblioteca de ADN simple cad&ilaiOQADN ).

4.4.2. Deteccion de pequeias cantidades de ARpbr electroforesis planar

Durante todo el proceso de SELEX, resulta necesi@tiectar y corroborar, tanto
la integridad de los oligonucleétidos usados comiotambién el tamafio de dichas
secuencias. Por dicho motivo, utilizando diferesexsuencias de ADNse buscaron las
condiciones 6ptimas de corrida electroforética@egplanos. Dichas técnicas permiten
separar, al aplicar una diferencia de potenciaitiéd®, diversas macromoléculas (ADN,
proteinas) basandose en propiedades como el tatadtiona o el punto isoeléctrico.

La matriz utilizada, “el gel”, es un polimero etdEado de porosidad controlable,
pudiendo estar compuesto por diferentes conceatreside acrilamida/bisacrilamida y
un iniciador de la polimerizacion para produciraedie diferentes tamafios (PAGE,
para proteinas y ADNs pequefios) o agarosa pur#i¢aara ADNs grandes).

Se ensayaron diversas condiciones de trabajo, taata PAGE como para
agarosa, a saber:

= % de acrilamida/bisacrilamida

= % de agarosa

= Condiciones de corrida: voltaje, tiempo, etc.

=  Tincion de los geles: tincidbn con AgNCsybr Safeetc.

Como se observa en Fgura 4-26 se obtuvo una mejor resolucion con PAGE
gue con agarosa, al lograr separar mas eficienteniemiblioADN ss de secuencias
mas cortas (18 mer), de longitud similar apasersutilizados en la PCR.
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(&) (b)
‘ SibioADN
(96 mer

(18mer ] > ‘ ‘

Figura 4-26 (a) PAGE 20% desnaturalizante (tincion con Agi\Calles de izquierda a derecha:
BiblioADN s (96 mer),ADN¢; 18 mer, ADN¢ 18 mer. (b) Gel de agarosa (tincion cBgbr Safg Calles

de izquierda a derechBiblioADN ;s ADN¢s 18 mer, ADN¢s 18 mermarcado con fluoresceina.

Se realiz6 también una curva de calibrado en PAGgu(a 4-27) con el fin de
determinar el limite de deteccién de la tincionniteato de plata. Para ello se trabajo

con una secuencia @Nssde 27 mer logrando detectar hasta 02 de ADN;s

. 4 A “‘,:

Figura 4-27. PAGE 20% desnaturalizante (tincién con AGN@DN27 mer (ug). Calles de izquierda
a derecha: 0,22,34; 0,43; 0,86; 1,3; 1,7; 2,2; 2,6.

4.4.3. Purificacion de las secuencias de ARN

Como se trabajé con secuencias de Alafe¢ a lo sumo 96 nucledtidos, resultd
crucial poner a punto las condiciones de purifizaale las mismas. Esto es necesario
en varias etapas del proceso de SELEX, por ejems@opre que haya un cambio de

buffer en el proceso. Con esa finalidad se trabajdos protocolos diferentes:

4.4.3.1. Precipitacion corGlycogen

Una técnica ampliamente utilizada para la purifitacde ADN consiste en
hacerlo precipitar en presencia de etanol a bajeeaturd®®. En este caso, como se
utilizan secuencias cortas de ARNse evaluo la utilizacion delycogencomocarrier
para la precipitacion del misif*®3 Para ello, se trabajé con diferentes cantidades d

BiblioADN s Se probaron diferentes alcoholes (etanol, is@mol, tiempos (24 y 48
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horas) y cantidades d&lycogen20 ug/uL (1 y 5 L), estando este Ultimo siempre en
exceso con respecto a las secuencias a prechatia poder cuantificar la precipitacion,
se construy6 una curva de calibrado, estimandonaentracion de IBiblioADN gs por
absorbancia a 232 nrRigura 4-29.

70 -
60 A
50 A

40 A

30 A

y=mx+b
m (ng.uM* .yt | (21,4 0,7
b (ng.uL?) (1,4+0,9)

R? =0,9932

20 A

10 A

[BiblioADN 5] medico (NG/UL)

0 05 1 15 2 2,5 3
[BiblioADN ] tegrica (MM)

Figura 4-28 Curva de calibrado de BiblioADN s por absorbancia a 232 nm.

En el caso de la precipitacion solo con etanoleolsservo recuperacion de las
secuencias dBiblioADN s Cuando se trabajo con isopropanol, se lograrfaredites
porcentajes de recuperacion de las secuenciagatésrdependiendo de la masa inicial
utilizada [Tabla 4-5, resultando del 77% cuando se trabajé en un memtde 1uM de
muestra a precipitar. Los mejores resultados seiwvmron dejando la mezcla

(BiblioADN ¢s+ 5 puL de glycogen20 pg/pL + isopropanol) por 48 horas a -18°C.

[BiblioOADN ¢f tesrica| [BibliIOADN & caiculada %
(MM) (UM) recuperacion
0,073 0,029 39
0,73 0,56 77
2,9 0,83 28
3,7 0,96 26

Tabla 4-5 Resultados obtenidos para la precipitacion @HdhoADN ¢sen presencia délycogene

isopropanol por 48 horas a -18°C.
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4.4.3.2. Purificacion con Kit comercial

El DNA Clean & Concentradd!-5 es un kit de purificacién para ADN de entre
75 bp y 23 kb. Se puede recuperar hagig 8e ADN por columna. Para ADN de entre
75 bp hasta 10 kb, el porcentaje de recuperacide estre 70-90%.

Se pusieron a punto las condiciones de la puribcaaitilizando el Kkit,
corroborando que servia para la longitud de lasieseias de IaBiblioADNss Se
probaron diferentes cantidades iniciales de muestea Tabla 4-§. Se siguio el
protocolo del fabricante, eluyendo en todos looga®n 6uL de agua MilliQ estéril.
Se cuantificé la recuperacion de las secuenciagsmondientes por absorbancia (230

nm) y se corroboro la integridad de las mismasHAGE con tincion con AgN§

[BiblioADN s tesrica | Minicial BIDIOADN ss | Mmnedida .
Muestra % recuperacior
(HM) (ng) (ng)
1 0,37 270 208 77
2 0,71 523 199 38
3 2,5 727 323 44

Tabla 4-6 Resultados obtenidos para la purificacion dgilldioADN ¢scon eIDNA Clean &
Concentradof™-5.

Como se observa en Teabla 4-6 la recuperacion también depende de la
cantidad inicial de muestra, siendo mas eficieht&itecuando se trabaja con menor
cantidad de ADN, La Figura 4-29 muestra que se obtuvieron las secuencias del
tamano correspondientBiblioADN sg 96 mer), ya que se obtuvo una Unica banda para
las muestras y la misma coindice con la banda de plO del marcador de peso

molecular.

Figura 4-29 PAGE 20% desnaturalizante (tincién con Ag)N@alles de izquierda a derecha: (a)
Muestra 2; 540 ngBiblioADN ¢5 Ladder50 ph (b) 216 ngBiblioADN ¢35 324 ngBiblioADN ss Ladder
50 phy Muestra 1. Ladder 50 pb50, 100, 150, 200, 150, 300, 250, 400, 450, 360, 1000 pb.
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Teniendo en cuentas ambos resultados y las ddabest para realizar cada uno de
los protocolos, se optarad por uno u otro métoden@iendo de la cantidad de muestra a

purificar.

4.4.4. Amplificacion por PCR simétrica

La idea central de la “evolucion molecular” eshtemiendo “nuevas generaciones
de secuencias oligonucleotidicas” con mayores antet de afinidad luego de cada
etapa de seleccion. Para ello es necesario amapliiccantidad de secuencias exitosas
(tercera etapa del proceso de SELEX, ¥egura 4-1). Ademas del objetivo de
enriguecer elpool de aptameros seleccionados, también es posiblerporar
modificaciones usandarimersespeciales durante la amplificacion.

La PCR se basa en la propiedad natural de las asaz&kbN polimerasas para
replicar hebras de ADN, para lo cual, los reactivesesarios soff:

+ Desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs): mondnwerque constituyen el
ADN.

s Primers secuencias cortas complementarias a cada ures ad®o$ hebras del
ADN que delimitan la zona a amplificar. En esteocss trabajé con dos secuencias de
primers (Primer down y Primer up) de 18 mer cada uno. Erimer down es
complementario a la zona fija cercana al extrem#e3aBiblioADN g5 mientras que el
Primer up es complementario a la zona fija cercana al exirénde la secuencia
complementaria a IBiblioADN ss(ver Figura 4-30.

« ADN polimerasa: se utilizan enzimas termoestablestraglas de
microorganismos adaptados a vivir a esas tempagt(por ejemplo,Thermus
aquaticu$. Se probaron diversas polimerasas; una tradigioneno la Taq polimerasa
y otras, de segunda generacion (robusta y rapida).

+ Buffer de PCR: regula el pH y ademas aporta casianenovalente, como
cationes K (o¢y EI mismo se provee junto con la enzima.

< Cationes divalentes: normalmente se usa Mgflie aporta cationes Mgac),
los cuales actuan como cofactor de la polimerasa.

K/

+ Molde de ADN: Se trabajé con BiblioADN sscomo molde a copiar.
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BiblioADN _: 5-CGT ACG GAA TTC GCT AGC- N, -GGA TCC GAG CTC CAC GTG-3'

Primer down : 3'-CCT AGG CTC GAG GTG CAC-5'

-

sentido de copiado
de la ADN
polimerasa (5'a 3')

Primer up : 5-CGT ACG GAATTC GCT AGC -3'

—

sentido de copiado
de la ADN
polimerasa (5'a 3)

Figura 4-3Q Secuencias dérimer down y delPrimer up utilizados en la PCR.

La replicacion se lleva a cabo realizando ciclosatlas y bajas temperaturas
alternadas (vefFigura 4-3J). Inicialmente, sdleva la reaccion hasta una temperatura de
94-96°C que se mantiene durante algunos minutosgd,use realizan una serie de
ciclos (entre 20-30, normalmente), donde cada cioista de tres etapas:

1. Desnaturalizacion: se calienta la mezcla entre D49 La temperatura de
dicho proceso depende, por ejemplo, de la propod@&®G+C que tenga la secuencia,
como también del largo de la misma

|||=|| /
Cadena de ADN
original para copia 5 3 5 3 / “ h \
|||||=w - T /
: 5 v RTINS
¢ i I 3 5 \‘ Hl"»
» H ~
5 3'/ 0 ek 1 0
IRERR AR »
e o 2 o g g,
¥ s’\‘ LELLALLLL .
5 3 b i
» "5“,‘ ¥ ¥ N, TP K G
'3 LbbLELLE] B £ 1 1 F T
| Primers 3 5 3 5 \ /’
Nuclestido . IHI : : :» \

Figura 4-31.Esquema general de la PCR.

2. Annealingde losprimers ocurre la hibridizaciéulel Primer down a su
secuencia complementaria en el molde de ADN. PHoaes necesario bajar la
temperatura a 40-68 °C durante algunos segundgséin(se caso), permitiendo asi el
annealing

3. Elongacién de la cadena: A&DN polimerasa, partiendo dé&rimer down

como soporte inicial comienza a sintetizar el ADN.enzima sintetiza una nueva hebra
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de ADN complementaria a la hebra molde afiadiendadMTPs complementarios en
direccién 553, uniendo el grupo 5'-fosfato de los dNTPs cogrepo 3'-hidroxilo del
final de la hebra de ADN creciente (la cual seesde). La temperatura para este paso
depende de la enzima, siendo comunmente 72 °@ripod de extension depende tanto
de la ADN polimerasa usada como de la longitudfidgmento de ADN que se va a
amplificar. Generalmente se considera que en swpéemtura Optima, la ADN
polimerasa sintetiza mil bases en un minuto.

Finalmente, se realiza una etapa de elongaaome, se lleva a cabo a una
temperatura de 70-74 °C durante 5-15 minutos, doseleasegura la replicacion
completa del molde.

Entonces, utilizando |18iblioADN s se optimizaron las condiciones para realizar
las PCRs simétricas, tercera etapa del proceso HdE)S (ver Figura 4-1). Se
ensayaron diversas condiciones de trabajo, a saber:

= Temperatura dannealing

— Cantidad inicial de molde.

= Tiempos de desnaturalizacion inicial, alenealingy de extensién, probando
diferentes tipos de enzimas.

En todos los casos, se trabajo con PCRs del Hgiostar{ que minimiza la
amplificacion inespecifica durante las etapas aes, asegurandose que la enzima no
esta activa durante dicho calentamiéffto

Se evaluaron diferentes temperaturasmgealingpara logprimers En general se
puede estimar la temperatura aenealingcomo 5°C menor que la temperatura de
melting(Tr). La Ty, de unprimer unido a su molde se define como la temperatusa a |
cual el 50% de loprimersestan unidos y el 50% estan en solucién. Dichpéeatura
depende de la concentracibn gemer, de la composicion del molde y de la
composicion del buffer. Existen en la literaturanemosos métodos para calcular |a T
El método mas simple y mas ampliamente utilizadoasa en asignar 2°C por cada A o
T y 4°C por cada G o C. Se estimé |afara logprimersutilizados, resultando un valor
de 56°C. Se probaron, entonces, como temperatusard=aling 55°C y 52,2°C. En el
primer caso, no se observé amplificacion, por lotdase optimizaron las otras
condiciones trabajando con una temperaturantealingde 52,2°C.

Se evalud la sensibilidad de la PCR, esto es, fdideal minima de ADN
necesario para que se produzca la amplificaciéna [BHo, se realizaron 4 PCRs

(Master MixA; programa Belen2, ve2.14.3) con diferente cantidad inicial de molde
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(Tabla 4-8. Una vez finalizadas las mismas, se corrieroeggsémbrando L de los
productos de PCR.

Cantidad inicial de molde
(BiblioADN 9 (ng)
109
10,9
1,09
0,109

PCR

w| N| k| O

Tabla 4-8 Cantidad de moldeB{blioADN ¢J inicial en las PCRs.

Como se observa en Fagura 4-323 se obtuvo una banda intensa para todas las
PCRs realizadas, aun cuando se partio de 0,10@ mgote. Al correr en paralelo un
marcador de peso molecular, se pudo observar duenlda obtenida en todas las PCRs
se ubica entre las bandas de 50 y 150 pb del migsto.nos estaria indicando que el
programa de PCR utilizado resulté el adecuado [@amrrecta amplificacion de la
secuencia de interéBiplioADN g9, con una sensibilidad mucho menor de la necesaria

en los ciclos del proceso de SELEX.

@)
(b)

PCR: 3 2 1 0

| | | I

I I I I

1 1 I I

v v A
500 pb ,
300 pb *
150 pb
100 pb
50 pb

PCR: 0 1 2 3

Figura 4-32 (a) Agarosa 2% (tincién con bromuro de etidio). Pradute PCRs (plL). Calles de
izquierda a derech®CR 0, PCR 1; PCR 2 PCR 3, PCR Marker (b) PAGE 20% (tincién con AgN&§).
Calles de izquierda a derecl@ablioADN ¢¢ sin siembraPCR 3, PCR 2 PCR 1; PCR Q.

PCR Marker 50, 150, 300, 500, 766 bp.
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Por otro lado, si bien con la tincibn de bromuroetidio en agarosa{gura 4-
32a) se logré una buena deteccion y observacién dédasdas, la idea fue evitar el
trabajo con dicho reactivo por ser una sustancitagémica. Se probd la tincién de la
misma corrida electroforética en agarosa 8ghr Safey no se observaron bandas para
ninguna de las PCRs. Se procedio, entonces, ar @AGE de dichos productos de
PCR, con una posterior tincibn con Agh@omo se observa en Fgura 4-32h se
lograron detectar todos los productos de PCR, autagtincién fue menos sensible que
con bromuro de etidio.

Posteriormente, se probo el uso de dos ADN polisaerae segunda generacion.
Por un lado, se realiz6 el mismo programa de P@Radto anteriorment@Vaster Mix
A; programa Belen2, ve2.14.3) con una ADN polimerasa robusta del tipot start
Dicha enzima se utiliza en aplicaciones donde segii@ un alto rendimiento por
unidad de enzima.

Por otro lado se utiliz6 una ADN polimerasa répit# tipo hot start®. Dicha
enzima, segun el fabricante, permite acortar censidemente los tiempos de
desnaturalizacion inicial (de 1 minuto a 10 segsgjhddeannealing(de 1 minuto a 10
segundos) y de extension (de 30 segundos a 2 segunelduciendo el tiempo total de
las PCR en un 70% sin comprometer la performandasdaismas.

En todos los casos se trabajé con 108 ng de malidiqdADN s). Ademas de
probar las dos Taq, se probaron diferentes coramgotres dg@rimers (Master MixA y
B, ver 2.14.3) y diferentes tiempos de elongacion (programa BlelgrBelen5, ver
2.14.3). Se realizaron las PCRs por duplicado en cada (& Tabla 4-9, y al
finalizar las mismas se sembrarorub de los productos de PCR y se corrieron en
PAGE con tincion de AgN©

PCR | [Primerd (uM) | Tiempo de elongacion (seg) ADN Polimerasa
4/5 0,2 30 Robusta

6/7 0,2 4 Rapida

8/9 0,5 4 Rapida

1011 0,2 2 Rapida

Tabla 4-9 Condiciones de PCRs ensayadas.
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Como se observa en Fgura 4-333 en el caso de las PCRs con la polimerasa
robusta se obtuvieron bandas inespecificas de mtymuoefio. En el caso de la
polimerasa rapida y con un mayor tiempo de elodga¢t segundos) también se
observaron bandas inespecificas de mayor tamafitm f@mra una concentracion de
primersde 0,2uM como de 0,5uM. (ver Figura 4-33b) Las mejores condiciones de
amplificacion se obtuvieron con la polimerasa rapia baja concentracion gemers
(0,2uM) y menor tiempo de elongacion (2 segundos). $alae entonces, trabajar con
estas condiciones de PCR ya que los tiempos cpreaisa la polimerasa tradicional se

acortan considerablemente, pasando de 81 mindésranutos totales.

(a) (b)

<« -=-»
Banda
inespecifica

] » .
Banda de < B e =
interés Mejo

res
(200mer) condiciones
(PCRs 10y 11)

Figura 4-33 PAGE 20% (tincién con AgN. Producto de PCRs|{g). (a) Calles de izquierda a
derechaPCR 4, PCR 5. (b) Calles de izquierda a derecRCR 9 PCR 8 PCR 7; PCR 6, PCR 11,
PCR 10

Si bien se observé amplificacion partiendo de 0,4%le molde (veFigura 4-
32a), se realizaron una serie de PCR&gter Mix A, programa Belendyer 2.14.3)
partiendo de diferente cantidad de molde iniciar (Vabla 4-1Q y se cuantifico por

absorbancia el producto luego de purificarlo coietle purificacion (veR.14.2.2).

Minicial BiblioADNsc [Producto] y
PCR Minal (NQ) Relacion Minayinicial
(ng) (ngiuL)
12 148 12,2 1830 12
13 14,8 9,2 1380 93
14 1,48 7,3 1095 740
15 0,148 3,1 465 3142

Tabla 4-10 Resultados obtenidos por absorbancia para ureadPCRs Naster MixA,

programa Belen4jer 2.14.3) partiendo de diferente cantidad de molde inicial.
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Como se observa en Tabla 4-10 hubo amplificacion aun partiendo de 0,148 ng
de molde, lo cual es consistente con los resultamlmienidos anteriormente. Al
cuantificar dichos productos de PCR, se observdajaéciencia de la PCR aumenta al
disminuir la masa de molde inicial. Esto es, senabten las mismas condiciones, una
mejor amplificacion al trabajar con menor cantidadnolde inicial.

Por otro lado, se encuentra reportado en la bitalfég)’” que el rendimiento de la
amplificacion en paralelo, esto es, dividiendo #ntddad depool de ADN;s que se
obtiene luego de la etapa de seleccion, es may®rsgse hiciera un unicpool de
amplificacion. Con esta idea, se compararon, polada una Unica PCR partiendo de
7,5 ng de molde inicialRCR 16) y por otro lado, 15 PCRs en paralelo partiendtaca
una de 0,5 ng de molde inicial (PCR&a 31, masa total inicial 7,5 ng). Las PCRs se
realizaron en las condiciones puestas a puntoiamtente Master Mix A, programa
Belend,ver2.14.3). En el caso de las 15 PCRs en paralelo, se pmtas mismas y se
purificaron con el kit de purificacion, al igual@la PCR Unical). Se cuantificé por
absorbanciaTabla 4-1) y se desarrollaron los productos de PCRLI(ben PAGE con
tincion con AgNQ, observandose en ambos casos una Unica banda endade la
BiblioADN s

[Producto] y
PCR | NMhicial BiblioabNss (NQ) Minal (NQ) | Relacion Minavinicial
(nguL)
16 7,5 43,9 263,4 35
17a31 0,5 c/u (7,5 total) 118,8 712,8 95

Tabla 4-11 Resultados obtenidos por absorbancia.

Como se puede observar enTlabla 4-11 se obtuvo amplificacion en ambos
casos, resultando mas eficiente en el caso deidlgidnasa inicial en 15 PCRs que

usandola en su totalidad como molde para una @Gda
4.4.5. Marcacion de |la BiblioADNs
Durante el proceso de SELEX, resulta necesariouavatuantitativamente la

cantidad relativa de secuencias ligadas sobf&P&€A-NH, inmovilizado (verFigura
4-1). Usualmente se utiliza marcacién radioactiva ¥rpara cuantificar las secuencias
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con afinidad por etargef'*>%9 Este es un método bastante sensible, que pdanite
deteccion de bajas concentraciones de ADN. La dégeees que requiere el uso de un
laboratorio isotépico para llevar a cabo todo elcpso de SELEX. Por lo tanto, el

meétodo resulta costoso y ambientalmente no recoamdsndComo alternativa, se puede
usar la marca fluorescente para dicha cuantificatit®*

Se exploré un protocolo de marcado de las secuerdda la BiblioADN g
utilizando marca fluorescente sobre uno de los gninde la PCR simétric&-Primer
up, Inserto Figura 4-3% De esta manera, al realizar la amplificaciorineerpora la
marca fluorescente en @ool de BiblioADNss y posteriormente se cuantifica por
fluorescencia.

Resultdé necesario, entonces, corroborar si la lsiiddad del método por
fluorescencia es adecuada para las determinaciooestitativas. Para ello, se
prepararon una serie de dilucionesFd€rimer up y se midio la emision a 525 nm
(Figura 4-39.

300 -
250 1 y=mx+b
m (M%) (204 + 2) x 16
IS
< 200 + b (1,4 +0,9)
S R?=0,9997
:5 150 - . . F-Primer up
E \\ 07%‘70 -CGT ACG GAATTC GCT AGC-3'
Y 100 - ﬁ/,/J ’
50 - \
\\\F\I\nme@cema (F)
0 T T T
0,0E+00 4,0E-08 8,0E-08 1,2E-07

[F-Primerup ] (M)

Figura 4-34.Curva de calibrado dé&-Primer up por fluorescencidnserta Secuencia modificada del

F-Primer up.

Como se observa en Kgura 4-34 se logré cuantificar por fluorescenciaFal
Primer up en el rango de concentraciones esperado en lessds/ ciclos del proceso

de SELEX. Se decidi6 entonces, utilizar dicho métde cuantificacion.
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4.4.6. Acondicionamiento de los productos de PCR

El paso de acondicionamiento es necesario paraangaepel pool de
oligonucleotidos amplificado para el siguiente @iadel proceso de SELEX. Los
productos que se obtienen luego de realizar lassP€MRétricas son secuencias de
ADNgs, mientras que el pool que se utiliza en cada wdod ciclos del proceso de
SELEX estd formado por secuencias de ADNMebido a la diversidad estructural
necesaria de los aptameros y a que las secuercklBNLstienen una mayor capacidad
de plegarse en estructuras complejas que las sgasiete ADNs°. Resulta necesario
entonces seleccionar selectivamente las secuaheiagerés que formaran el proximo
pool deBiblioADN ss(Figura 4-39.

BiblioADN _: 5'-CGT ACG GAA TTC GCT AGC- N, -GGA TCC GAG CTC CAC GTG-3'

-<—— 3-CCT AGG CTC GAG GTG CAC-5'
Producto de
PCR

< 5-CGT ACG GAATTC GCT AGC -3 —»

Secuencia de interés

Figura 4-35.Secuencias de los productos de PCR.

Una alternativa utilizada en estos casos, es sgaliza PCR asimétrita™® luego
de la PCR simétrica. En las PCRs asimétricas, iizant sélo uno o una cantidad
mucho mayor de uno de Igsimers de forma tal de amplificar preferentemente una
cadena del ADN original con respecto a la otrapfdaron diversas condiciones de
PCRs asimétricas, variando la cantidad relativa pdieners sin obtenerse una
amplificacion cuantificable.

Otra alternativa es el uso del sistema estreptaafbliotina. En ese caso, se utilizd
un primer biotinilado en la PCR simétrida-Primer down, ver Figura 4-39 para la
sintesis de secuencias de AfNon biotina. Se acoplaron las secuencias del ADN

g*4145180, nosteriormente,

biotinilado a un soporte sélido modificado con estavidin
se realiz6é un tratamiento en medio alcalino y/oaagalta temperatura de forma tal de
deshibridizar las secuencias de ARNin romper el complejo biotina-estreptaviditia
La secuencia de interés se eluye del soporte solld@mndo su secuencia

complementaria anclada a los mismos @&igura 4-37).
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O\‘
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NH 3

(e} P4 ‘\\
3-CCT AGG CTC GAG GTG CAC -o—%;)/\

(¢}

Biotina (B)

Figura 4-36 Secuencia modificada d8tPrimer down.

Se probaron dos soportes solidobegds magnéticos) modificados con
estreptavidina. En primer lugar se trabajé con Biseptavidin Magnesphere
Paramagnetic ParticleSA-PMPs, Promega). Se procedié segun lo indicamtoep
proveedor y se realizaron diversos protocolos [gadeshibridizacion de las secuencias
de ADNys (ver2.14.5.2.1). No se logro la recuperacion de la secuencianteds, aun
cuando se realizé un tratamiento dedeadscon una solucién 0,15M de NaOH a 90°C.
Cabe destacar, que luego del tratamiento con Na@Hybservo un residuo de color
naranja en los eluidos, lo cual podria estar ado@aalguna reaccion de degradacion de

los beads.

@ cEsteptavidina 4 Biotina- 5~ CAC GTG GAG.CTC GGATCC....-3 | | producto de
<3-GTG CAC CTC GAG CCT AGG....-3 |[#  PCR

. | Estreptavidina Biotina- |5- CAC GTG GAG CTC GGATCC ....-3'
3-GTG CAC CTC GAG CCT AGG.....-3'

Tratamiento
alcalino /
térmico

@ | Estreptavidina Biotina- |5'- CAC GTG GAG CTC GGATCC ....-3' + <_3-GTG CAC CTC GAG CCT AGG.....-3 >

Figura 4-37 Esquema del anclaje de los productos de PCRhliéwtos al soporte solido modificado con

estreptavidina y posterior elucion de la secuedeiaterés.

Se trabajo posteriormente con otro soporte solidgnético, loDynabeads M-
280 StreptavidifDB-MS, Invitrogen). En un principio se tratd détar el uso de éstos
por su elevado costo a diferencia deldeadsde Promega.
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En una primera prueba se usarorBdPrimer down (con biotina) y elPrimer
down (sin biotina, control), ambos secuencias de AD#& 18 mer. La idea fue
corroborar el anclaje inicial de la secuencia hitstda a losbeads Se trabajé con 500
uL de beads y considerando la capacidad de union de los nisemn la cantidad de
ADN correspondiente. Se procedié segun lo indigamloel proveedor (ve2.14.5.2.2.
Se llevaron a sequedad todas las muestras (sohrgralliego de la incubacion y
lavados) y se re-suspendieron en 300 de agua MilliQ estéril. Se cuantificd la
cantidad de ADIN por absorbanciar@bla 4-13.

Muestra [B-Primer down] (ng/uL) [Primer down] (ng/uL)
Inicial 13 23
Sobrenadante 5,2 18
1" Lavado 1,6 0,70
2% Lavado 0,90 0,30
3" Lavado 0,20 0,20

Tabla 4-12 Resultados medidos por absorbancia para la incubdelB-Primer down y delPrimer

down con losDynabeads M-280 Streptavidin

Como se observa en Tabla 4-12 existe un acoplamiento dBtPrimer down a
los beads con estreptavidina de aproximadameri®%I| Dicho acoplamiento resulta
mucho menor en el caso del primer sin biotiRenier down), donde la interaccion
inespecifica resulto ser de aproximadamente un 20%

En una segunda etapa, se trabajo con dos prodietBER diferentes: uno en el
cual se utilizd eB-Primer down (PCR-biotina) y otro control, donde se utilizé el
Primer down (PCR-control). En ambos casos, se utilizaron los protocologsant
mencionados Master Mix A, programa Belendyer 2.14.3). Se purifican ambos
productos de PCR con el kit comercial, segun eltopmo puesto a punto
anteriormente. Se cuantific6 por absorbancia ampaxluctos de PCR, como
estimacion de la cantidad de ARNnicial, y a partir de ahi se estimé la cantidad d
beadsa utilizar. Se uso6 en ambos casos un excebealts

Se procedid segun lo indicado por el proveedor 2vbt.5.2.2. Se procedio a la
elucién de la secuencia de interés (deshibridimagudr incubacién de los beads en
agua MilliQ estéril a 20 y 90°C, por 15 minutos. IBwaron a sequedad todas las
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muestras (sobrenadantes de deshibridizacion) gsependieron en 4QQ. de agua
MilliQ estéril. Se cuantifico la cantidad de AR¥Yor absorbanciar@bla 4-13.

Mapn (NQ)
Muestra
PCR-biotina PCR-control
Inicial 1740 (ADNyy) 2040 (ADNy9
Agua 20°C ND ND
Agua 90°C 868 (ADNY) 238 (ADNyy

Tabla 4-13 Resultados medidos por absorbancia para la ingubdePCR-biotina y delPCR-control
con losDynabeads M-280 StreptavidiND: No detectable.

Como se observa en Tabla 4-13 no se observo recuperacion de las muestras al
incubar losbeadsen agua MilliQ estéril a 20°C. En el caso de ubacion de [#CR-
biotina (ADNgys) con losDynabeads M-280 Streptavidian agua MilliQ estéril a 90°C,
se observo una recuperacion de casi el 100% detra@®dHNs). Esto no ocurre en el
caso de |&PCR-control, donde se utilizd uprimer sin biotina, y por lo tanto, la union
a los beads se deberia haber dado Unicamente rda foespecifica. En ese caso, la
cantidad de ADN obtenido, luego de la incubacion a 90°C, es muotenor
(aproximadamente 20%). Aun considerando dichaantgdn inespecifica, en el caso
de la PCR-biotina, se obtuvo una efectiva recup@nade la secuencia de interés. De
esta manera, se corroboré la eficiencia dellgsabeads M-280 Streptavidipara la

seleccién de una Unica hebra en los productos & PC

4.5. Desarrollo de los ciclos de seleccion-ampldicion (SELEX)

Una vez optimizado el disefio del proceso de SELdeXllevd a cabo el primer
ciclo de seleccién. El proceso debe repetirse giagrainuir la diversidad poblacional de
los aptameros y obtener, finalmente, un ndmeroretiscde candidatos. Si bien no
puede establecerse priori un nimero exacto de ciclos para alcanzar dichor \adg
corte, resultados bibliogréaficos previos indicam @n general son suficientes alrededor
de diez ciclos de seleccidon. Se seguira la fracd@®ADN;s ligada en la fase solida por
fluorescencia y cuando dicha fraccion haya alcamzedestado estacionario, se tomara

ese evento como criterio de cdffe
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De forma tal de eliminar dedool inicial de ADN BiblioADN g9, las secuencias
con afinidad por el soporte sdlido \inker inmovilizado sobre el mismo, los primeros
dos ciclos de selecciorCiclo 1 y Ciclo 2) fueron realizados con la pre-columna de

seleccion (ved.3, SELEX-Negativa)***&

4.5.1. Ciclo 1. SELEX-Negativa
Para el proceso de SELEX-Negativa se trabajé canBoMag Carboxy-

terminated Magnetic beadnodificados con €inker (4, 2-(2-aminoetoxi)etano). Un

esquema del protocolo general seguido para el popag® muestra en Fagura 4-38

BcMag Carboxy-terminated BiblioADN
Magnetic beadsodificados (2,5 nmoles)
con ellinker ’ (M1)
(0,025 nmoles -COOH) |

Buffer de binding
SELEX

Desnaturalizacion

! Incubar 25C 30 min i
i con agitacién !

i Sobrenadantej | Beads |

H (S ! """I' """

e ————

Lavados
oA A
I Sobrenadantej ! Beads |
.
T

Precipitacién
conGlycogen

A4

Poolpréximo
ciclo (S3

Figura 4-38 Esquema general de SELEX-Negativa.
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Se parti6 de 2,5 nmoles dgiblioADN ¢’ los cuales se sometieron a un
tratamiento térmico inicial. Esta desnaturalizacipnre-naturalizaciéon del ADYN
permite que al ponerse en contacto cortaeyjet se pueda formar una estructura
tridimensional estable (var4.3.1)'%,

Se debe tener cuidado al elegir el buffer de silecpara el experiment®.
Como el esqueleto del ADN es polianiénico, la refgul de cargas puede inhibir la
formacion de estructuras complejas en ausencieodgatones como por ejemplo, el
cation Nd. Los cationes divalentes en particular, como ef4iiprman pares iénicos
mas cerrados que permiten que el esqueleto seipligyforma mas rigida. Se sabe que
los aptdmeros con mayor constante de afinidad ma@seina menor dependencia de la
concentracién de iones Noque los aptdmeros cuya constante de afinidad esrtie
Por lo tanto, llevar adelante el proceso de SELEX ona concentracion baja de
magnesio, como las condiciones fisiologicas (efitne 2,5 mM), puede aumentar la
exigencia de las condiciones de seleccion, pemaitida obtencion de aptameros con
alta afinidad por sutargets Se utilizd, por lo tanto, un buffer de selecc{Buffer de
binding SELEX, ver2.1.8.12) acorde a estas necesidades.

Dicho pool de ADN;s (M1) se incubo con lobeads de forma tal de tener dos
ordenes de exceso de moles de ADN con respectacantadad de moles de grupos
carboxilicos en losbeads (0,025 nmoles de —COOH). Se separé el sobrenadante
magnéticamenteS(l) y se juntd con el sobrenadante obtenido luegdadeldo de los
beads(S2). Se precipitd la muestra obtenid&l# S2) conGlycogen(ver2.14.2.1) y se
resuspendié para obtener el nuevo p@&38) (a ser utilizado en el préximo ciclo de
SELEX-Negativa Ciclo 2). Se cuantificaron por absorbancia todas las maseste

forma tal de corroborar la recuperacion del ADmMigla 4-15.

Muestra | Volumen (uL) | [ADNg{ (ng/uL) Masa (ng)
M1 500 152 76000
S1 500 149 74500
S2 100 15 1500
S3 400 160 64000

Tabla 4-14 Resultados obtenidos por absorbancia de las maaitiCiclo 1 del proceso de SELEX.
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Como se observa en la Tablal4, existe una minima interaccion inespecifica
entre laBiblioADN¢s y los beads modificados con el linker. Esto sedawia al
cuantificar la masa de ADNpresente en el sobrenadante luego de la incubégipra
cual es practicamente similar a la masa inicialliacla ¥11). Por otro lado, se observa
una recuperacion, luego de la precipitacion glycogen de aproximadamente el 86%
(S1y S3). Debido a la elevada masa obtenida luego deeleitacion, no se consideré
necesario realizar una amplificacion de la misnsa ytilizé directamente dicha muestra

comopool para el proximo ciclo.

4.5.2. Ciclo 2: SELEX-Negativa

Se prosiguid, entonces, con la mueSfa la cual se evaporé a sequedad vy el
pellet se resuspendié en el Bufferideding SELEX (M2, ver2.15), para ser utilizado
como pool inicial en el segundo ciclo de seleccion, dondabién se realizé una
SELEX-Negativa.

Dicho pool de ADN; (M2) se incubd con una porcion nueva Heads
modificados con dinker (ver Figura 4-38. Se separ6 el sobrenadante magnéticamente
(S4 vy se juntd con el sobrenadante obtenido luegdadeldo de lodeads(SH). Se
precipito la muestra obtenid&4 + S5 con dycogeny se resuspendio para obtener el
nuevo pool $6 a ser utilizado en el proximo ciclo de SELEXiclo 3). Se
cuantificaron por absorbancia todas las muestrasfodaa tal de corroborar la
recuperacion del ADNT@abla 4-15.

Muestra | Volumen (uL) | [ADNg{ (ng/uL) Masa (ng)
M2 500 120 60000
S4 500 130 55000
S5 100 1,5 150
S6 400 88 35200

Tabla 4-15 Resultados obtenidos por absorbancia de las rasetICiclo 2 del proceso de SELEX.

Como se observa en la TaBld5 al igual que en el caso d€iclo 1, la
interaccion inespecifica entre BablioADN ss y los beads modificados con el linker es

minima. En este caso, la recuperacion de la BildiNA luego del lavado de los beads
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resultdé un orden menor que en el caso @amlo 1 (S2 vs. S5. Finalmente, la
recuperacion, luego de la precipitacion ancogen resulté también menor en este
segundo ciclo (65%). Aun asi, nuevamente no seidends necesario realizar una

amplificacion de la misma y se dej6é dicha muestraapool para el proximo ciclo.

4.6. Conclusion

Se sintetizé eltarget CPCA-NH,, partiendo del formulado comercial de la
deltametrina e incorporandole dinker.

Se pusieron a punto las condiciones de derivatimatanto deCPCA-NH;, como
del CPCA, de forma tal de poder cuantificar ambos compsesiorante la
inmovilizacién sobre el soporte sélido.

Se corrobord la efectiva inmovilizacion d€IPCA-NH, sobre los BcMag
Carboxy-terminated Magnetic beadsoporte solido) para ser usados en la primera
etapa del proceso de SELEX.

Se trabajo sobre el disefio del proceso de SELE¥ertdo en cuenta todas las
etapas que involucra, como asi también, las difesetécnicas, tanto de control, como
de cuantificacion y de purificacion dabol de ADN que se utiliza en los ciclos.

Se llevaron a cabo los dos primeros ciclos del ggocde SELEX disefado,
descontandose del pool inicial de ADBIl{lioADN 9 las secuencias que presentan
afinidad tanto por el soporte sélido como por lieker (SELEX-Negativa), y

obteniéndose el pool inicial para el tercer cicbpmtoceso.
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5.1. Sistema modelo: adenosina

Se desarrollé un aptasensor electroquimico (E-A#a pdenosina del tigarget-
induced structure switchin@l'lSS), usando como anclaje a la superficie detteddo
(oro) un grupo fosforotioato (Ts). Previamentecarcterizé dicho anclaje por técnicas
radioguimicas y electroquimicas, obteniéndose galate densidad superficial y de
porcentaje de remocion térmica (estabilidad) coafpas a los obtenidos en las mismas
condiciones para el anclaje tradicional via tichrdPla deteccion electroquimica se
introdujo en la secuencia aptamérica un grupo demo (Fc) como marcador
electroactivo en fase heterogénea, previa inmawién del aptdmero a la superficie del
electrodo. La sefial de Fc originada por exposicradenosina de la capa de
biorreconocimiento fue medida por voltametria deleocuadrada, obteniéndose una
respuesta lineal en el rango de concentraciondsitie— 20 uM.

Si bien se logré cuantificar a la adenosina, eafilesen la deteccion de moléculas
organicas pequefias radica en potenciar el cambioroeacional que ocurre cuando el
aptdmero reconoce dhrget de forma tal de disminuir los limites de detencio
obtenidos. En ese sentido, se hicieron aportesgdaaamado de un aptasensor de tipo
target-responsive electrochemical aptamer sw{ftREAS). Se evaluaron, en solucion,
las condiciones de armado de las secuencias degAQRNtamero + secuencia

complementaria) y de reconocimiento de la adenosina

5.2. Producto fitosanitario de interés ambiental: dltametrina

Se avanzo en el disefio del proceso de FluMagSEL&A la obtencion de un
aptamero contra deltametrina, optimizando las elifess etapas del proceso para el
target en cuestion. Dichas etapas involucraron aspectacionados tanto con la
inmovilizacién deltargetcomo con diversas técnicas de biologia molecutir gontrol
como también de cuantificacion de las secuenciasildB (electroforesis planar,
precipitacion, amplificacion, deshibridizacion s#iea). Al trabajar con una molécula
pequefia, se comenzo inmovilizando la misma solgd@ddlag Carboxy-terminated
Magnetic BeadsSe corroboré dicha inmovilizacion por CG-ECD. r@ealizaron los
primeros ciclos del proceso (SELEX-Negativa) denfattal de descontar las secuencias

con afinidad por dinker y/o el soporte solido.
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5.3. Proyecciones a futuro

Se planea terminar con el proceso de SELEX parardetrina de forma de
obtener un aptamero para dictawget Las secuencias resultantes del ultimo ciclo de
selecciéon se deben amplificar y clonar para poderssecuenciadas. De esta forma se
obtendria la secuencia consenso para el aptamet@ deltametrina. Una vez conocida
la secuencia, se debe sintetizar la misma quimicgme determinar la constante de
disociacion (k) aptamero-deltametrina. Para ello, se puede attiled protocolo de
determinacion de la curva de saturacién y extrdevatr de K utilizando una
regresion no lineal.

Una vez finalizado el desarrollo del aptamero diadhetrina se procedera a
aplicar sobre dicha secuencia los resultados atisr@n el estudio de las estrategias de
inmovilizacién desarrollados en forma paralela ebrsistema modelo. Asimismo, se
aplicara sobre la secuencia consenso del aptameralettametrina los mejores
resultados sobre la exploracion de distintas aquuitas de electrodo. Se debe evaluar,
también, la estabilidad del aptdmero frente a @iftys matrices ambientales

Si bien esta propuesta de trabajo se centra eplitza@on de los aptameros en
torno al problema de la contaminacion ambientgbulesta a punto de todas las técnicas
antes mencionadas, tanto para obtener el aptacwrm para su inmovilizacion sobre
una superficie conductora y la optimizacion dedasategias de desarrollo de sefial,
contribuyen al conocimiento que luego podra apdieaa otro tipo de contaminantes
ambientales y otros campos de interés, como ponpdjeel de la determinacién de
trazadores bioquimicos en fluidos bioldgicos, aéderminacion de sustancias de uso

restringido (drogas o precursores).
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Anexo- Abreviaturas

Anexo

Abreviaturas

3-MPA
A
AcOEt
ADN
AMP
Apt-ATP
ARN
ATP
AuNPS
C

c.c.d.
Cq
CG-EM
CL-EM
CPCA
CronoQ
DB-MS
DCC
DIC
DIPEA
DMF
DMSO
DMT,
ds

ECD
EDC
EDTA
ELISA
EtOH
eT

3-mercaptopropiénico

Adenina

Acetato de etilo

Acido desoxirribonucleico

Adenosin monofosfato

Aptamero para ATP

Acido ribonucleico

Adenosin trifosfato

Nanoparticulas de oro

Citosina

Cromatografia en capa delgada

Capacidad

Cromatografia gaseosa acoplada a espectiardetmasa
Cromatografia liquida acoplada a especttdaée masa
Acido 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilcicloppanoico
Cronocoulombimetria

Dynabeads M-280 Streptavidin
N,N*-diciclohexilcarbodiimida
N,N’-diisopropilcarbodiimida
N,N’-diisopropiletilamina

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Dimetoxitritilo

Doble cadena

Detector de captura de electrones
N-(3-dimetilaminopropil)N’-etilcarbodiimida

Acido etilendiamintetraacetico

Ensayos inmunoquimicos acoplados a enzimas
Etanol

Transferencia de carga
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Anexo- Abreviaturas

F

Fc
FcCOOH
FCNHS
FMOC-CI
G

HAcO
HEPES
HFP

Ka

Kb

LNA

MB

MCH
MeOH
MES
NHS
NTC
PAGE
PCR

Q

QCM

Ret

RMN
RuHex
SAMs
SA-PMPs
SELEX

Sensor E-AB

SPR

ss

T
TEMED
THF

Fluoroforo

Ferroceno

Acido carboxiferroceno
N-hidroxisuccinimidilcarboxiferroceno
9-fluorenilmetil-cloroformato

Guanina
Acido acético
N-(2-hidroxietil)-piperazinaN'-(2-etanosulfonato) de sodio
1,1,1,3,3,3-hexafluoropropanol

Constante de afinidad

Constante de disociacion
Lock Nucleic Acids
Azul de metileno
6-mercaptohexanol

Metanol

Acido 2-N-morfolino)etanosulfénico
N-hidroxisuccinimida

Nanotubos de carbono

Geles de poliacrilamida

Reaccion en cadena de la polimerasa
Quencher

Microbalanza de cuarzo

Resistencia a la transferencia de carga
Espectroscopia de resonancia magnética nuclea
[Ru(NH)g]

Monocapas autoensambladas de alcanotioles
Streptavidin Magnesphere Paramagnetic Particles
Systematic Evolution of Ligands by Exponential &mment

Aptasensor electroquimico

Resonancia de plasmoén superficial

Simple cadena
Timina
N,N,N’,N*-tetrametiletilendiamino

Tetrahidrofurano



Anexo— Abreviaturas. Espectros de RMN

TID Target-induced dissociatiandisplacement
TISS Target-induced structure switching
TREAS Target-responsive electrochemical aptamer switch
Tris-HCI 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol
Ts Fosforotioato

U Uracilo

VvC Voltametria Ciclica

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
VOC Voltametria de onda cuadrada

VPD Voltametria de pulso diferencial

TCEP Clorhidrato de tris-(2-carboxietil)fosfina

Espectros de RMN

A continuacion se listan los espectros de RMN-50@Mtdra’H y *°C de todos
los compuestos sintetizados en este trabajo de feara todos los casos, el solvente
utilizado es cloroformo deuterado con tretramédifs (TMS) como referencia. En al-
gunos casos se distinguen trazas de los diferentesntes utilizados en las etapas de

purificacion.
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Anexo- Espectros de RMN
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Anexo- Espectros de RMN

Acido dibromovinil-2,2-dimetilciclopropanoico (CPCA, 5) Hzc 4 CHs
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Anexo- Espectros de RMN

9H-fluoren-9-ilmetil[2-(2-hidroximetoxi)etiljcarbam ato
® [T

O

a
~

124.830 2.

156.590
143.764
141.123
126.880
s b7 @)
-61.346
7.060

—127.503

Ci2 Cis5 C

£

—L 7122

0906

——66.282

—————40.654
o

Cia C14]
Cs; Cyo ‘

Ciy; Ci

L)
E
o
e

|

l
' |
| ‘ coch || |

JUU ) L A . i

AR DR LR RS AR AR LR LR LA EARSH LA AR RN LR RALLLERY LARRLEARY AL LA T[T
160 150 140 130 120 110 100 % 80 70 60 0 40 30 2 10 0

O m=00mNnoO0OoWn —~\0O — o — 00 W 00 = 00 O\ 0 <
‘ R85 93888 3 & 82 8Lda g &
N N A “ w R e @ won I P 1H
Hyz |
His |
‘ HlliHlG HG Hl‘
‘ [ H7 4
: ‘ Ha; Hs
Hio: Hiz |
|
I T™S
|
\ |
HTQ ng
T o 5t 3 UL B 5 B 2 e A R R A1 S
30 15 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 1y 1.0 05 00 0.5

216



Anexo- Espectros de RMN
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3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato
de 2-(2-amino}etoxi)etilo(10)
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Anexo- Espectros de RMN
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3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
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3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato
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