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de la toxina Shiga 1 de E. coli verotoxigénica. Finalmente se presentan los
resultados del empleo de conjugados de DNAzimas y aptameros contra el
biomarcador tumoral PTEN en secciones histologicas.

o. Resumen en portugués (hasta 1000 caracteres): O objetivo geral desta tese
é a utilizagao de acidos nucléicos como elementos de reconhecimento biologico
e amplificagao de sinal para sua utilizagao em biossensores e na detecgao de
biomarcadores. As diretrizes gerais do trabalho baseiam-se na utilizacao de
uma sequéncia de reconhecimento especifica contra uma molécula alvo ligada,
a uma DNAzima peroxidase, que atua como geradora de um sinal 6ptico ou
eletroquimico. Em primeiro lugar, a atividade catalitica da DNAzyme
peroxidase foi estudada e as condi¢Ges étimas foram estabelecidas para serem
usadas como um amplificador de sinal. Em uma segunda etapa, a DNAzyme
peroxidase foi acoplada a oligonucleotideos para a detec¢ao eletroquimica de
uma sequéncia gendmica complementar a um gene para a toxina Shiga 1 de
E. coli verotoxigénica. Por fim, sao apresentados os resultados do uso de
conjugados de DNAzimas e aptameros contra o biomarcador tumoral PTEN
em cortes histologicos.

p. Resumen en inglés (hasta 1000 caracteres): The general objective of this
thesis is the use of nucleic acids as elements of biological recognition and
signal amplification to be employed in biosensors and in the detection of
biomarkers. The general guidelines of the work are based on the use of a
specific recognition sequence against a target molecule linked to a DNAzyme

peroxidase, which acts as a generator of an optical or an electrochemical
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signal. Firstly, the catalytic activity of the DNAzyme peroxidase was studied
and the optimal conditions were set up to be used as a signal amplifier.
Secondly, the DNAzyme peroxidase was linked to oligonucleotides for the
electrochemical detection of a genomic sequence complementary to a gene for
Shiga 1 toxin from verotoxigenic E. coli. Finally, the results of the use of
conjugates of DNAzymes and aptamers against the tumor biomarker PTEN

in histological sections are presented.
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Aportes originales

Este trabajo de tesis se centra en el uso de dos propiedades de los

4cidos nucleicos, la capacidad de reconocer moléculas y la de catalizar
reacciones quimicas. Dado que los acidos nucleicos se pueden obtener por
sintesis quimica, esto permitié disenar secuencias que presenten ambas
propiedades, lo cual es de gran utilidad en el campo de los biosensores.
En una primera instancia, en el capitulo 3, se trabajé con la DNAzima
peroxidasa complejo formado por un oligonucleétido y la porfirina hemina,
que presenta actividad catalitica peroxidasa. Se demostré que la DNAzima
peroxidasa puede mantener dicha actividad catalitica en distintas condiciones
de almacenamiento, siendo esto de gran utilidad en aplicaciones que requieran
dispositivos portatiles y mediciones en campo.

En una segunda instancia, se evaluaron dos estrategias para detectar
moléculas de interés mediante estas construcciones oligonucleotidicas

bifuncionales.
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En el capitulo 4, se evalué el uso de una construccion oligonucleotidica
bifuncional, que pudiera reconocer por complementariedad de bases una
secuencia de interés y que dicho evento de reconocimiento permita el
plegamiento de la secuencia que forma la DNAzima peroxidasa, activando de
esta manera su actividad catalitica y permitiendo el desarrollo de una senal.
El método de deteccion elegido fue el electroquimico por su gran sensibilidad
y porque la instrumentacion que requiere puede miniaturizarse, lo cual
redunda en una ventaja si se quiere aplicar este sistema al desarrollo de
biosensores.

En el capitulo 5, se plante6 el uso de aptameros como elementos de
reconocimiento molecular de biomarcadores acoplado a la DNAzima
peroxidasa como marcador en preparados histolégicos. El uso de aptameros
acoplados a la DNAzima peroxidasa como marcador se encuentra poco
explorado en histoquimica y representa una alternativa frente al uso de
marcadores como moléculas fluorescente o enzimas.

Por otra parte, el uso de estas secuencias oligonucleotidicas bifuncionales, se
plante6 también como una alternativa frente a la imunohistoquimica que
utiliza anticuerpos. El uso de estas secuencias oligonucleotidicas bifuncionales
ademas de las ventajas ya mencionadas, presentan un alto nivel de
estandarizacion por ser obtenidos por sintesis quimica si se comparan con los

anticuerpos obtenidos in vivo.

Vviii



A mi familia,

la de sangre y la que la vida me regalo.

1X






Agradecimientos
En primer lugar, quiero agradecer a mi director y codirector de tesis, que han

sido fundamentales para el desarrollo de este trabajo.

A mi director, Gabriel Ybarra, por su gran dedicacién, entusiasmo, paciencia,
y por todas las cosas que me ha ensenado; no solo en el transcurso de la esta

tesis, sino desde los comienzos de mi carrera laboral en INTI.

A mi codirector, Javier Montserrat, del que he aprendido mucho, por su
amabilidad y pensamiento positivo; y por estar siempre dispuesto a colaborar

con todos sus conocimientos y recursos necesarios para llevar a cabo la tesis.

A la Universidad de General Sarmiento, por permitirme llevar a cabo el

doctorado en la institucion.

A INTTI por haberme facilitado los medios necesarios para llevar a cabo mis

actividades durante el desarrollo de la tesis.

A Martin Radrizzani, por toda su ensenanza, colaboracién y aporte de recursos

en parte de este trabajo. A todo su equipo por la ayuda y buena onda.

A Carlos Moina, quien me seleccioné para entrar a INTI, por confiar en mi y

apoyarme siempre para poder llevar a cabo esta tesis.

A todos los companeros y companeras de la Unidad Técnica Nanomateriales
Funcionales por su aporte y colaboracién en el dia a dia. Todos y cada uno

de ellos han contribuido a esta tesis.

A todos los companeros y companeras que hayan pasado por el Centro de

X1



Procesos Superficiales de INTI. Todos han contribuido a esta tesis de alguna

manera.

A todos los compafieros y compaiieras del Centro de Micro y Nanotecnologias

de INTT, por su colaboraciéon y aporte para el desarrollo de esta tesis.

A los integrantes del Instituto de Quimica de la UNGS, por su colaboracién
cuando necesité ayuda y capacitacién. Especialmente a Helena Ceretti, Ana

Janeiro y Belén Ponce.

A Silvina Angeleri de la imprenta del INTI por los esquemas para la tesis.

A Gustavo Giménez por su ayuda con el portugués.

A mis amigas y amigos que me regalé6 mi paso por la Facultad de Ciencias

Exactas de la UBA y el INTL

A mis familiares, amigas y amigos de Villa Ramallo por estar siempre.

A mis padres por apoyarme para que estudie, lejos de mi pueblo natal.

A mi hermana Mariana por la ayuda en lo personal y por las recomendaciones

para la presentacion del manuscrito.

A Santiago, que me acompana en esta tesis desde su nacimiento.

A Leandro por apoyarme siempre, tanto en lo personal como en lo laboral,

por su paciencia y companerismo.

Y por dltimo quiero agradecer a la Argentina, donde la educaciéon publica me
ha permitido llegar a este punto, orgullosa de ser primer generacion

universitaria de mi familia.

xii



Indice General

Siglas y abreviaturas xvii
Capitulo 1. Introduccion 1
1.1. Estructura y funcién de los acidos nucleicos
1.2. Acidos nucleicos con actividad catalitica 13
1.2.1. DNAzimas 15
1.2.2. DNAzimas con actividad peroxidasa 16
1.3. Acidos nucleicos con capacidad de reconocimiento molecular 23
1.4. Uso de acidos nucleicos en aplicaciones analiticas 28
1.4.1. Deteccién de una secuencia de ADN: Genosensor 30
1.5. Uso de acidos nucleicos en la deteccién de biomarcadores en 32
tejidos
1.6. Objetivos de la tesis 34
1.7. Referencias 34
Capitulo 2. Materiales y métodos 47
2.1. Preparacion de soluciones 49
2.1.1. Buffers 49
2.1.2. Soluciones para determinar actividad catalitica peroxidasa 52
2.1.3. Solucién stock de hemina, 53
2.2. Celdas y Electrodos 53
2.3. Preparacion de la DNAzima peroxidasa 54
2.4. Optimizacién de la actividad enzimatica de la DNAzima 55

peroxidasa por espectroscopia UV-visible

2.5. Deteccion electroquimica de la actividad catalitica de la o7

DNAzima peroxidasa
2.5.1. Eleccion del mediador redox Y
2.5.2. Determinacién de la actividad enzimética de la DNAzima, 58
peroxidasa en funcién de la concentracién de oligonucledtido

2.6. Formacion del complejo oligonucledétido-hemina 58
2.6.1. Dependencia de la velocidad de reaccion con la 58
concentracion de sustrato
2.6.2. Célculo de la constante de disociacién de la DNAzima 59
peroxidasa

2.7. Estabilidad de la DNAzima peroxidasa 59
2.7.1. Almacenamiento a diferentes temperaturas 59

xiii



2.7.2. Liofilizacion de la DNAzima peroxidasa
2.8. Actividad catalitica de la enzima peroxidasa de rabano picante
2.9. Deteccién de una secuencia blanco con horquilla sensora
2.9.1. Puesta a punto de las condiciones experimentales
2.9.2. Protocolo optimizado para la detecciéon de una secuencia
blanco
2.9.3. Ensayo de especificidad de la secuencia sensora
2.10. Marcacion histologica
2.10.1. Construccion aptamero PTEN-DNAzima peroxidasa
2.10.2 Preparacion del tejido incluido en parafina,
2.10.3. Optimizacion de la relacién ADN:hemina en marcaciones
histologicas
2.10.4. Marcado de cortes histolégicos
2.10.5. Revelado
2.10.6. Procesamiento del corte para observacion por microscopia
Optica

2.11. Referencias

Capitulo 3. Actividad catalitica de la DN Azima peroxidasa
3.1. Introduccion
3.2. Resultados
3.2.1. Cosustrato reductor
3.2.2. Efecto del pH y naturaleza del buffer
3.2.3. Tiempo necesario para la formacién del complejo
oligonucledtido:hemina,
3.2.4. Dependencia de concentracién de iones potasio
3.2.5. Relacion 6ptima hemina:oligonucledtido
3.2.6. Efecto del peroxido de hidrégeno
3.2.7. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa en las
condiciones 6ptimas
3.3. Formaciéon del complejo oligonucledétido-hemina
3.3.1. Dependencia de la velocidad de reaccién con la
concentracion de sustrato
3.3.2. Célculo de la constante de disociacién de la DNAzima
peroxidasa
3.4. Medidas electroquimicas de la DNAzima peroxidasa en solucién
3.4.1. Eleccion del mediador redox
3.4.2. Dependencia de la densidad de corriente con la

xiv

60
61
61
62
63

65
65
66
67

68
69
69

70

71
73
7
7
79
81

82
84
85
89

91
91

96

100

100
103



Indice General

concentracién de DZ5Ts
3.4.3. Estabilidad de la DNAzima peroxidasa a distintas
temperaturas de almacenamiento
3.4.4. Liofilizacion de la DNAzima peroxidasa,
3.5. Discusion
3.6. Conclusiones

3.7. Referencias

Capitulo 4. DNAzima como marcador: Deteccién de E. coli
verotoxigénica productora de toxina Shiga 1
4.1. Introduccién
4.2. Diseno de la secuencia oligonucleotidica sensora
4.3. Resultados
4.3.1. Resultados preliminares
4.3.2. Efecto de la fuerza ionica
4.3.3. Respuesta obtenida con las diferentes construcciones
4.3.4. Relacién hemina: oligonucleétido
4.3.5 Optimizacion del protocolo del ensayo
4.3.5.1. Tiempos de incubacion
4.3.5.2. Puesta a punto del protocolo de ensayo
4.3.6. Curva de calibraciéon
4.3.7. Calculo del limite de deteccion
4.3.8. Ensayo de especificidad
4.4. Discusion
4.5. Conclusiones
4.6. Referencias

Capitulo 5. DNAzima como marcador: Deteccion de
biomarcadores en preparados histolégicos
5.1. Introducciéon
5.2. Proceso histologico
5.2.1. Procesamiento del tejido
5.2.2. Acondicionamiento de la muestra para el marcado con
anticuerpos o aptameros
5.2.3. Marcado con anticuerpos o aptamero-DNAzima
5.2.4. Revelado
5.2.5. Preparado del tejido para su conservaciéon y observacion en

XV

105

106
108
110
114

119

121
123
127
127
130
132
135
136
136
137
140
141
142
143
144
146

149

151
153
153
155

157
159
160



microscopio
5.3. Deteccién de fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
(PTEN)
5.3.1. Aptamero contra PTEN
5.3.2. Deteccién de PTEN en muestras de endometrio
5.3.3. Deteccion de PTEN en muestras de colon
5.4. Discusién
5.5. Conclusiones
5.6. Referencias

Conclusiones y perspectivas futuras

Xvi

162

164
167
170
174
175
176

179



Abreviaturas y Siglas

Lista de siglas y abreviaturas utilizadas en este trabajo en orden alfabético

ABTS

4AAP

A

ADN
ADP
AMP
ARN
ATP
BSA
BufferTris
Buffer T
Buffer TE
Buffer TKT
Buffer
TKNaT
C
DAEC
DEC
DMSO
dTTP
EAEC
EDTA
EHEC
EIEC
EPEC
ETEC
ExPEC
KDa

Kwum

G

HRP
PCR
PM
PTEN

Acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfénico sal
diamonio

4- Aminoantipirina

Adenina

Acido desoxirribonucleico

Adenosina difosfato

Adenosina monofosfato

Acido ribonucleico

Adenosina trifostato

Albunmina de suero bovino

Hidroximetil Aminometano

Buffer tris-HCI 25 mM pH 8

Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.1 mM pHS8
Buffer tris-HCL, KCI 20 mM y tritén X-100 0.05%.
Buffer tris-HCI 25 mM pH 8, KC1 20 mM, NaCl 200 mM
y tritén X-100 0.05%.

Citocina,

Escherichia coli difusamente adherente
FEscherichia coli productora de diarrea,
Dimetilsulféxido

Desoxirribosa trifosfato de timina
Escherichia coli enteroagregativa

Acido etilendiamino tetracético
FEscherichia coli enterohemorragica
Escherichia coli enteroinvasiva
Escherichia coli enteropatogénica
Escherichia coli enterotoxigénica,
FEscherichia coli patogénica extrainstestinal
Kilo Dalton

Constante de Michaelis-Menten

Guanina

Peroxidasa de rabano picante

Reaccion en cadena de la polimerasa

Peso molecular

Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

xXvii



qPCR
RMN
RT-PCR

SELEX
STEC

stx

SUH

Twm
TMB

VT
VTEC

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
Resonancia magnética nuclear

Transcripcion  reversa-Reaccion en cadena de la
polimerasa

Systematic evolution of ligands by exponential enrichment
FEscherichia coli productora de toxina Shiga

Toxina Shiga

Sindrome Urémico Hemolitico

Timina

Temperatura de melting

3,37, 5, 5 -Tetrametilbencidina

Uracilo

verotina

FEscherichia coli verotoxigénica

XVviil



e aporsf AV
s BONA sed a2
t rovided o0l

Introduccion




Contenidos del capitulo

1.1 Estructura y funcién de los dcidos nucleicos..........occeevveiiiiiiiiniiiiiiinnice. )
1.2 Acidos nucleicos con actividad catalftica .......cooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 13

1.2.1 DNAZIINAS ooeiiiiiieeieiiiiee et e et e e etee e e e eaiee e e e v e e e e et e eeaeaianaeeaes 15

1.2.2 DNAzimas con actividad peroxidasa ........c.eeeeeevevveviveiiieeeeeerieiiiiinnnnn. 16
1.3 Acidos nucleicos con capacidad de reconocimiento molecular-................ 23
1.4. Uso de acidos nucleicos en aplicaciones analiticas.........ccc.occoiiiiinnennnnn. 28

1.4.1. Deteccion de una secuencia de ADN: Genosensor...............coooeveene.. 30
1.5 Uso de acidos nucleicos en la detecciéon de biomarcadores en tejidos..... 32
1.6 Objetivos de la teSiS..ceeuruuuiiiiiiiii i 34
1.7 RETETENCIAS . uuiiiiiiiiie e et e e e e 34



Capitulo 1. Introduccion

Durante mucho tiempo se pensé que los acidos nucleicos solo cumplian
la funcién de almacenar la informacion genética necesaria para el desarrollo y
funcionamiento de todos los organismos. Comparados con otras
macromoléculas como las proteinas, los acidos nucleicos estan compuestos por
la combinacion de cuatro bases nitrogenadas, en tanto que las proteinas estan
compuestas por la combinaciéon de 20 aminoacidos diferentes. Debido a esta
diversidad de composicion reducida, durante muchos afios los 4cidos nucleicos
no fueron considerados capaces de catalizar reacciones quimicas. Sin embargo,
el descubrimiento de las propiedades cataliticas del ARN, a principios de la
década de 1980, fue el primer indicio de que los acidos nucleicos también
podian llevar a cabo este tipo de reacciones quimicas. Por este descubrimiento
Altman y Cech recibieron el Premio Novel de Quimica en 1989 [1], [2]. El
ARN con propiedades cataliticas fue denominado ribozima (contraccién de las
palabras “4cido ribonucleico” y “enzima”). Por otro lado, gracias a las
complejas estructuras tridimensionales que pueden adquirir los &cidos
nucleicos se encontré que ademéas poseian propiedades de reconocimiento

especifico de una gran variedad de moléculas[3]-[5].



En 1986 Gilbert[6] propuso la hipotesis de que, en el mundo primitivo,
el ARN era el biopolimero central y el componente principal de las células
primitivas. El ARN era el encargado de almacenar informaciéon genética y
catalizar las reacciones quimicas. Esta hipdtesis supone que existié “El mundo
del ARN” antes de que las células actuales aparecieran en la tierra. Gilbert se
basé en los descubrimientos de dos secuencias de ARN con actividad
catalitica[6],[7]. Esto lo llevd a pensar que, si se pudieron encontrar dos
actividades enzimaticas asociadas al ARN, entonces deberian existir muchas
otras. En el mundo del ARN, éste podia catalizar la sintesis de nuevas
moléculas de ARN a partir de precursores y un molde de ARN, con lo cual no
habrian sido necesarias las enzimas proteicas en el inicio de la evoluciéon de la
vida. Segin este modelo, el ARN catalizaria la sintesis de las primeras
proteinas, que se volverian mas eficientes y rapidas para llevar a cabo ciertas
reacciones, llevando esto a un eventual dominio de las proteinas en este
aspecto. Finalmente, aparece el ADN copiado por transcripcién reversa a
partir del ARN. El ADN, con su superior estabilidad quimica, se convertiria
en el encargado de almacenar la informaciéon genética més extensa,
permitiendo el desarrollo de seres vivos mas complejos.

De esta manera, la evolucion llevé al ARN a tener un rol de
“intermediario”. Si esta teoria es correcta, la transicion desde “el mundo del
ARN” hacia las biomoléculas actuales no fue completa ya que el ARN aun
cataliza reacciones fundamentales, por ejemplo, estd involucrado en Ila
traducciéon ARN-proteinas (sintesis de proteinas). La sintesis de proteinas se
lleva a cabo en el ribosoma, una maquinaria catalitica compuesta por ARN y
proteinas. En el ano 2000 la determinacién de la conformacién estructural

tridimensional completa de las subunidades grande y pequena del ribosomal9],
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confirman que es el ARN, y no las proteinas, el responsable de la actividad
catalitica para formar los enlaces peptidicos covalentes. Esto permitié
demostrar que el ribosoma es una ribozima[l0]. Por su parte las proteinas
juegan un papel estructural, y pareceria ser que su principal funciéon es
estabilizar el nicleo de ARN, permitiendo los cambios de conformacién del
ARN ribosomal (rRNA) que son necesarias para que el ARN pueda catalizar

la sintesis de proteinas.

1.1 Estructura y funcién de los acidos nucleicos

Los &acidos nucleicos son macromoléculas de enorme importancia
biologica, presentes en todos los organismos vivos. Quimicamente son
polimeros lineales de nucledtidos unidos covalentemente mediante enlaces
fosfodiéster.

Los nucledtidos estan formados por tres componentes: una base
nitrogenada, una pentofuranosa de cinco carbonos y uno o mas grupos fosfatos
(Figura 1.1). Las bases nitrogenadas pueden ser pirimidinas o purinas. Las
pirimidinas, citosina (C), timina (T) y uracilo (U), son derivadas de un anillo
pirimidinico hexagonal. Las purinas, adenina (A) y guanina (G), presentan
ademas un segundo anillo pentagonal unido al anillo hexagonal. Ambas
familias de bases tienen caracter aromatico.

Los azucares de cinco carbonos en los nucleétidos pueden ser ribosa
(OH- en la posicién 27) o desoxirribosa (H- en la posicién 27). Si el aztcar es
ribosa se denomina acido ribonucleico o ARN, y si el aztcar es desoxirribosa
se conoce como &cido desoxirribonucleico o ADN[11]. En el ADN las

pirimidinas son timina (T') y citocina (C), y las purinas, adenina (A) y guanina

ot



(G). El ARN contiene uracilo (U) en lugar de timina (T). La base nitrogenada

se une en la posicién 1°del aztcar y el fosfato en la posicion 5”.
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Figura 1.1- Un nucledtido esta constituido por tres componentes: una base nitrogenada
(verde), un aztcar ribosa o desoxirribosa (violeta) y uno o més grupos fosfatos (rosa).
Estos componentes se unen en posiciones determinadas del azicar, para formar el

esqueleto de los dcidos nucleicos. Imagen tomada de Biology- Openstaz College[12].

La combinacién de una base nitrogenada con el azicar (sin el fosfato)
se denomina nucledsido, por ejemplo, adenosina (adenina + pentosa). El
nucleétido presenta a su vez una, dos o tres unidades de fosfato, dando lugar
a la adenosina monofosfato (AMP), adenosina difosfato (ADP) y adenosina

trifosfato (ATP). Lo mismo para las demés bases nitrogenadas (Figura 1.2).
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Figura 1.2- Estructura quimica de desoxirribonucleétidos: desoxiadenosinmonofosfato
(AMP), desoxiadenosindifosfato (ADP) y desoxiadenosintrifosfato (ATP).

Las subunidades de nucledtidos se unen entre si mediante enlaces
fosfodiéster entre el grupo fosfato unido al aztcar en posicion 5” y el hidroxilo
en posicion 3° del azicar del siguiente nucleétido, formando de esta manera
el esqueleto azucar-fosfato. La propagacion de la cadena del polimero lineal se
da en una tnica direccién 5 a 37 (Figura 1.3). Los grupos fosfatos hacen que
esta cadena lineal quede cargada negativamente a lo largo de todo el esqueleto
aztcar-fosfato a pH > 3.

Este polimero lineal forma una estructura tridimensional que dependera
de los nucledtidos que la componen y le conferird sus propiedades
macromoleculares. Con ello se plegaran en estructuras secundarias que pueden
ser dos cadenas complementarias formando hélices (por apareamiento de
bases), u otras estructuras no canoénicas como loops (bucles), bulges,
pseudoknots y cuartetos, entre otros.

La estructura de doble hélice para el ADN fue propuesta en 1953 por

James Watson y Francis Crick, basandose entre otros datos, en los aportes de



Rosalind Franklin y Maurice Wilkins mediante difraccién de rayos X de fibras
de ADN[13]. Watson y Crick, plantearon que el ADN estaba compuesto por
dos cadenas polinucleotidicas que corren en sentido antiparalelo una respecto
a la otra, formando una doble hélice en torno a un mismo eje central. Por este
descubrimiento, en 1962 Watson, Crick y Wilkins compartieron el Premio
Nobel de Medicina (Rosalind Franklin habfa muerto afios antes y no fue

reconocida por su aporte).

o Extremo 5’
|
0=P—0O"
|
© o
H H
H H
Cl) H
0—P=0
|
o)
2 6 oy
Propagacion
H H
de la cadena Cl) H
0—P=0
)
0
>
H H
(|) H
o—||==o

o Extremo 3’

Figura 1.3- Esqueleto aziicar-fosfato para el ADN.

Como se puede ver en la Figura 1.4 en la doble hélice de ADN las bases
estan situadas en la parte interna casi en angulo recto con respecto al eje
helicoidal. La doble hélice da lugar a dos hendiduras denominadas gruta
mayor y gruta menor del ADN. Estas grutas son las cavidades donde se
producen por ejemplo las interacciones ADN-proteina mediante puente

hidrégeno, fuerzas de van der Waals e interacciones electrostéticas[14].
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adenina
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guanina
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Figura 1.4- Esquema de la doble hélice de ADN. Las cintas representan el esqueleto
azucar-fosfato y las bases se muestran perpendiculares al eje del ADN. También se

muestran las grutas mayor y menor.

Estas cadenas se mantienen unidas entre si mediante enlaces puente
hidrégeno entre dos pares de bases de las cadenas antiparalelas y mediante
interacciones dipolares entre las bases apiladas en planos paralelos n-stacking
(Figura 1.5) [15]. Para poder formar las dobles hélices solo pueden
interaccionar ciertos pares de bases, A-T, T-A, C-G y G-C. Entre las bases A
y T forman dos enlaces puente hidrégeno, mientras que entre C y G forman

tres enlaces, lo que conlleva a una mayor estabilidad del par G-C con respecto

al A-T.
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Figura 1.5- Interacciones de pares de bases del ADN por puente hidrégeno e
interacciones dipolares entre bases apiladas m-stacking, que mantienen unidas las dos
hebras antiparalelas.

Diez anos después de que Watson y Crick publicaran su modelo de la
doble hélice, Karst Hoogsteen[16] encontré que anédlogos de las bases A y T
presentaban interacciones que eran geométricamente diferentes a las
descriptas por Watson y Crick[17]. De forma similar también lo encontr6 en
el apareamiento entre las bases G y C. Las interacciones tipo Hoogsteen son
enlaces puente de hidrogeno, que se dan posiciones diferentes de la purina si
los comparamos con los enlaces puente hidrogeno formados por las
interacciones tipo Watson y Crick. En la Figura 1.6 se comparan ambos tipos
de enlaces, donde se puede ver que la diferencia se encuentra en que, en las
interacciones tipo Watson y Crick, los enlaces puente hidrégeno se dan entre
el N1 de la purina y N3 de la pirimidina, mientras que para los pares de
Hoogsteen estos se dan en entre la posicion N7 de la purina y N3 de la

pirimidina.
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Figura 1.6- Comparacién entre interacciones tipo Watson-Crick (a) y Hoogsteen (b).

Mediante las técnicas de difraccion de rayos X, RMN de alta resolucion
y célculos computacionales, se ha encontrado que el ADN puede adoptar
distintas familias de dobles hélices, familia tipo-A, familia tipo-B y familia

tipo-Z (Figura 1.7).

Familia tipo-A  Familia tipo-B Familia tipo-Z

Figura 1.7- Distintas familias de dobles de hélices para el ADN

La doble hélice de la familia ADN-A presenta una gruta menor poco

profunda y méas amplia que la gruta mayor, que es mas profunda. Es una

11



estructura mas compacta y ancha. Las bases nitrogenadas estan inclinadas
respecto al eje de la hélice, mas proximas entre si y localizadas mas
simétricamente respecto al centro. La familia ADN-B es la forma
predominante en las células y el modelo descripto por Watson y Crick. La
doble hélice es mas larga y angosta si se compara con el ADN-A. Tanto la
gruta mayor como la menor tienen una profundidad similar, pero la gruta
mayor es mas ancha.

La familia ADN-Z presenta una estructura en zigzag a lo largo de la
hélice. La doble hélice es la més estrecha y larga comparada con las otras dos
familias descriptas. La gruta mayor no presenta profundidad y la menor es
profunda.

Las familias ADN-A y ADN-B son dextrégiras (con giro a la derecha),
mientras que la familia ADN-Z es levogira (con giro hacia la izquierda).

La estructura y por lo tanto la funcién del ADN depende de la secuencia. El
ADN-A se forma facilmente dentro de ciertos tramos de purinas (GAGGGA).
El ADN-B es favorecido por ciertas secuencias mixtas. E1 ADN-Z se ve

favorecido por la alternancia entre purinas y pirimidinas (CGCGCG)[18].

La estructura del ARN es semejante a la del ADN, excepto por la
presencia de ribosa en lugar de desoxirribosa y de uracilo en lugar de timina
como ya se mencioné. En las moléculas de ARN suelen existir zonas de
complementariedad de bases, lo que da lugar a la formacion de enlaces puente
hidrégeno, entre varias regiones distantes de la misma molécula. En estos
casos suele formarse una estructura helicoidal semejante a la del ADN-A. Las
dobles hélices del ARN pueden encontrarse en dos formas, tipo A (11

nucledtidos por vuelta) y tipo A“(12 nucledtidos por vuelta). Estas son

12
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conformaciones estructuralmente similares, dependiendo de la concentracion
de sales del medio. A baja fuerza iénica el ARN-A es predominante, mientras

que a altas fuerzas iénicas predomina el ARN-A"[19] [20].

Las doble hélices son las estructuras mas comunes en el ADN y el ARN,
pero también pueden formarse otras estructuras secundarias intra o
intermoleculares. Estas estructuras combinan zonas doble cadenas con zonas
simple cadena, para formar horquillas (hairpins), protuberancias (bulges),

loops internos, junturas (junctions) como se puede ver en la Figura 1.8.

Daoble cadena Horguilla, hairpins Bulges Loops internos
Hairpin loop

Hairpin stem

Horquillas, hairpin loop Junturas, junctions
con zonas simple cadena

Tres stem Ciatro stem

Figura 1.8- Estructuras secundarias de los 4dcidos nucleicos.

1.2 Acidos nucleicos con actividad catalitica

Como se mencioné anteriormente en la naturaleza existen Aacidos
nucleicos con actividad catalitica, como las denominadas ribozimas. Las
ribozimas presentan actividad catalitica intrinseca y pueden -catalizar
reacciones quimicas, muchas de ellas sin requerir cofactores [21]-[23]. La

actividad catalitica de las primeras ribozimas descubiertas, combinaban
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transesterificacién e hidrolisis de un enlace fosfodiéster del esqueleto del ARN
(Figura 1.9). Por otro lado, la ribozima se une al target (una molécula de
ARN) por complementariedad de bases, lo cual permite suponer que hay zonas

altamente conservadas que funcionarian como sitio catalitico.

Figura 1.9- Mecanismo de hidrélisis del enlace fosfodiéster por las ribozimas. El grupo
OH- de la posicién 2 "del azticar realiza un ataque nucleofilico al fosfato y cede un protén
al oxigeno saliente.

Un ejemplo muy difundido de ARN con actividad catalitica en la
naturaleza es la ribozima cabeza de martillo aislada originalmente de virus
que infectan plantas. La ribozima cabeza de martillo cataliza la hidrélisis del
enlace fosfodiéster en un sitio especifico de su propia secuencia[24], [25].

El conocimiento de la actividad catalitica de las ribozimas abrié un
camino para sintetizar moléculas de ARN donde se combina la actividad
catalitica con la especificidad provista por la complementariedad de bases,
como potencial vehiculo para la inhibicion de la expresién de determinados
genes. Por ejemplo, se sintetizé un fragmento de la ribozima cabeza de martillo

que hidroliza el ARN mensajero (mARN) que codifica para una proteina
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regulatoria expresada en pacientes con cancer de mama. Otras ribozimas han
sido usadas para cortar ARN mensajeros del virus de HIV y el virus de la
hepatitis C[26], [27].

Con el descubrimiento de las ribozimas, surgié la pregunta acerca de si
el ADN podria también catalizar reacciones, dada la similitud quimica del
ADN con el ARN. Esto llevé a que en la década de 1990 se desarrollaron las
primeras ribozimas sintéticas basadas en ADN, las deoxirribozimas o
DNAzimas, como se las llamo6 posteriormente.

Las deoxirribozimas no se han encontrado en la naturaleza, pero se han
obtenido por selecciéon en vitro una gran variedad de ellas. Y a la hora de
utilizarlas en aplicaciones extracelulares para catalizar reacciones quimicas
resultaron ser mas ventajosas que las ribozimas por la mayor estabilidad que

presenta el ADN por sobre el ARN.

1.2.1 DNAzimas

Las DNAzimas son moléculas de ADN sintéticas simple cadena que
exhiben actividad catalitica.

En 1994 Breaker y Joyce[28] fueron los primeros en reportar la seleccion
in wvitro, de una secuencia especifica de ADN con actividad catalitica
dependiente de Pb*? y que era capaz de hidrolizar un enlace fosfodiéster de
ARN. Esta seleccion la llevaron a cabo mediante la técnica denominada
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) o
seleccion molecular in vitro a partir de una biblioteca de acidos nucleicos
(véase seccion 1.4). Después de este primer reporte, se sintetizaron una gran
cantidad de desoxirribozimas que catalizan una gran variedad de reacciones,

como ruptura, ligacién, hidrélisis de ARN o ADN, formacion de enlace C-C
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mediante una reacciéon de Diels-Alder, metalacién de porfirinas con
incorporaciéon de Cu'® o Zn'?, etc. En la tabla 1.1 se muestran algunos
ejemplos de distintas reacciones catalizadas por DNAzimas, en las cuales se
requieren cationes metalicos monovalentes o divalentes como cofactor.

Estas capacidades cataliticas de las DN Azimas han permitido que éstas
sean utilizadas en aplicaciones muy variadas que van desde actuar como
agentes terapéuticos para destruir un target de mARN hasta su aplicacién en

ensayos analiticos para determinar ciertos iones metélicos[29].

Tabla 1.1- Ejemplos de algunas DNAzimas.
Actividad catalitica de la DN Azima Cofactor metéalico Ref.

Ruptura de enlaces en ARN Pb**/Zn*?/Ca™/Mg*™  [26], [29]-[32]
Ruptura de enlaces en ADN Cu'?/Mn*?/Zn*? [34]-[36]
ADN ligasa Zn*?/Cut?/ Mn*? [37], [38]
ARN ligasa Zn*?/Mg*? [39], [40]
Diels-Alder Ca*? [41]
Metalacién de porfirinas Zn*?/Cut? [42]
Peroxidasa K+ [43]

1.2.2 DNAzimas con actividad peroxidasa

Las DNAzimas con actividad peroxidasa imitan la actividad catalitica
de las enzimas peroxidasas (de ahi el término en inglés “peroxidase-mimicking
DNAzyme”).

Las DNAzimas con actividad peroxidasa tienen la particularidad de ser
secuencias de ADN ricas en guaninas, que forman estructuras denominadas
cuartetos de guaninas (G). Los cuartetos de G que forman las DNAzimas son
analogos a los cuartetos de G que se encuentran en los extremos de los
cromosomas de células eucariotas, que son secuencias de ADN no codificantes,
altamente repetitivas llamadas telémeros[44], [45].

Los cuartetos de G estan constituidos por apilamientos de al menos dos

tétradas de guaninas, formadas por la asociacion de 4 guaninas en un mismo
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plano (Figura 1.10 der.). Los factores que contribuyen a la estabilizaciéon de
los cuartetos de G son los enlaces puente hidrégeno entre las guaninas de un
mismo plano, el stacking entre los distintos planos, la solvatacién y la
coordinacién con cationes metélicos (como por ej. K7)[46]. Cada base del
cuarteto es tanto donante como aceptora de dos puentes de hidrégeno de una
base vecina, con lo cual la tétrada forma ocho enlaces puente hidrégeno. Las
guaninas en los cuartetos de G interaccionan mediante enlaces tipo Hoogsteen
y se encuentran estabilizados por cationes metalicos monovalentes o divalentes

(Figura 1.10 izq.).

Figura 1.10- Enlaces tipo Hoogsteen entre guaninas e interacciones del cuarteto de

G con un metal (izquierda). Las 4 guaninas quedan en un mismo plano (derecha).

Esta estabilizacion, por coordinacion de iones metalicos, se produce via
coordinacién con los oxigenos de las guaninas (O6), que forman un bolsillo
negativo. Esto hace que esta estructura interaccione fuertemente con el cation
en el centro del cuarteto de guaninas[47]-[49]. En general, el catién preferido
es el potasio (K'(rin:130 pm) > Ca’"(rin:99 pm) > Na'(riew96 pm) >
Mg*?(1ion:65 pm) > Li(rion:60 pm)). La razon de esta preferencia podria ser la
cavidad que forma el cuarteto de G en cuanto a tamafio y geometria correcta

para la quelacién, y el radio iénico de cada metal[50].
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Los cuartetos de guaninas pueden exhibir diferentes topologias,
formando estructuras tridimensionales complejas[51], que dependerd de
cuéntas hebras independientes de ADN participen (una, dos o cuatro), como

se puede ver en la Figura 1.11.

(b) m (c) A s

(a)

<

~
U

Figura 1.11- Representacion esquemética de las estructuras de los cuartetos de G. (a)

mondémero, (b) dimero y (¢) tetramero de ADN.

Los cationes metalicos que estabilizan estas estructuras se colocaran en
el mismo plano que las guaninas o entre los planos dependiendo de su radio
ionico. En el caso de los cationes de mayor radio idénico se colocan entre los
planos de los cuartetos (caso del K*) mientras que los de menor radio se
colocan en el mismo plano que las guaninas (caso del Na")[46].

Las hebras pueden presentar orientaciones relativas paralelas o

antiparalelas (Figura 1.12).

(a) (b) (c) (d)

O g

Figura 1.12- Representacién de cuatro tipos de nicleos de cuartetos de G. (a) paralelo,
(b) (3+1), (c) antiparalelo (arriba-arriba-abajo-abajo) y (d) antiparalelo (arriba-abajo-
arriba-abajo).

A su vez las guaninas de la tétrada pueden tomar conformaciones

glicosidicas syn (base nitrogenada dirigida hacia el azicar) y anti (base
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nitrogenada méas alejada del azticar) como se puede ver en la Figura 1.13. La
direccionalidad del enlace de hidrégeno de un cuarteto de G en el niicleo puede
ser en sentido horario o antihorario, y esto esta directamente relacionado con
las conformaciones glicosidicas de las guaninas para cada tipo de orientaciones
de hebra. Los patrones de apilamiento entre los cuartetos de G adyacentes de
la misma direccionalidad de enlace de hidrogeno difieren de aquellos que se
dan entre cuartertos de G adyacentes que presentan direccionalidades de

enlace de hidrégeno opuestas[47].

(a) ) I (®) I )
coliies
"

OH H

HO

Figura 1.13- Conformacién del enlace N-glicosidico anti (a) y syn (b).

En cuanto a los bucles, existen tres tipos principales (Figura 1.14): (a)
bucle diagonal que conecta dos hebras antiparalelas opuestas a través de la
diagonal, (b) bucle lateral que conecta dos hebras antiparalelas adyacentes,
(c) bucle de inversion de doble cadena (también llamado bucle de hélice o

bucle lateral) que conecta dos hebras paralelas adyacentes.

Figura 1.14- Tres tipos de bucles: (a) bucle diagonal, (b) bucle lateral y (c) bucle doble

cadena inversa. Las flechas indican la orientacién de 5°a 3”. Adaptado de Phan et.al[47].
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La estructura de los cuartetos de G se ha determinado por varios
métodos como la espectroscopia de RMN, cristalografia de rayos X y el
modelado molecular. Para determinar las orientaciones de las hebras, la
coordinaciéon de los cationes y los tamanos moleculares, se utilizan otros
métodos como espectroscopia de dicroismo circular electrénico, espectrometria
de masas nativa, espectroscopia de absorcion UV, electroforesis y
cromatografia[46]. Como cada una de estas técnicas proporciona diferentes
tipos de informacion, se deben combinar varias de ellas para sacar
conclusiones.

La actividad peroxidasa de estas DNAzimas viene dada por el complejo
que forman con la protoporfirina IX (hemina). Las primeras DNAzimas
peroxidasas fueron obtenidas mediante la técnica de SELEX por Travascio y
Sen[43] a finales de la década de 1990, y fueron denominas PS5.M y PS2.M.
Las DNAzimas reportadas por Travascio y Sen estaban compuestas por una
sola hebra de ADN][52]-[54]. Hay reportes de DNAzimas peroxidasas
bicatenarias y tetracatenarias pero son menos comunes [55], [56],[57].

En la tabla 1.2 se muestra un resumen de otros oligonucledtidos ricos en

guaninas que unen hemina y forman DNAzimas con actividad peroxidasa[58].

Tabla 1.2- Ejemplos de algunas DNAzimas con actividad peroxidasa.

Oligonucleétido Secuencia de ADN (5°a 37) Hebra de ADN Ref.
PS5.M GTGGGGCATTGTGGGTGGGTGTGG mondniero [43]
PS2.M GTGGGTAGGGCGGGTTGG mondmero [43]
AGRO 100 GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG  dimero [55]
T30695 GGGTGGGTGGGTGGGT mondmero [59]
PW17 GGGTAGGGCGGGTTGGG mondmero [60]
T4G4 TTTTGGGG tetrdmero [61]
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Dentro de las protoporfirinas, protoporfirina IX es la mas abundante y
fisiologicamente importante ya que se encuentra en la hemoglobina,
mioglobina y en la mayor parte de los citocromos. Las protoporfirinas son el
grupo prostético de grandes familias de proteinas que cumplen diversas
funciones, que incluyen la transferencia de electrones, el transporte de gases
diatomicos y diversos tipos de catalisis oxidativa[62]. En particular la hemina
cataliza la reduccion del peroxido de hidrégeno con lo cual presenta actividad
peroxidasa.

Estructuralmente, las porfirinas son compuestos macrociclicos que
contienen cuatro anillos de pirrol unidos a través de puentes de metino. El
nicleo de porfirina es un ligando tetradentado que tiene en el centro un
espacio donde se puede coordinar un metal. En la hemina, el metal es hierro
y se encuentra en estado de oxidacién hierro (IIT), con lo cual presenta una

carga positiva residual que es neutralizada por un cloruro (Figura 1.15).

H;C

HOOC COOH HOOC COOH

Figura 1.15- Estructura de la protoporfirina IX (izquierda) y hemina (derecha).

Los cuartetos de G pueden unir porfirinas mediante interacciones tipo
n-n y electrostaticas con los fosfatos[63]. Generalmente la interaccién

electrostatica con el esqueleto de fosfatos genera interacciones no especificas.
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El oligonucle6tido de ADN obtenido por Travascio y Sen fue denominado
PS5.M (5°-GTGGGGCATTGTGGGTGGGTGTGG-3"). Luego sintetizaron
otro oligonucledtido con 6 nucle6tidos menos, al cual llamaron PS2.M[64] (5-
GTGGGTAGGGCGGGTTGG-3’), que presentaba una actividad catalitica
aun superior a la de la PS5.M obtenida previamente. Travascio y Sen,
encontraron que estos complejos oligonucledtido-hemina no solo presentaban
actividad catalitica peroxidasa, sino que a su vez la constante de velocidad
del complejo era dos ordenes de magnitud mayor a la de la hemina libre
(kpsaa= 1.10* M's'y Anemina= 1.10* M's)[50]. Estos resultados los llevaron a
concluir que este tipo de moléculas de ADN ricas en guanina juegan un papel
importante en la catdlisis. A su vez, estas DNAzimas con actividad
peroxidasas estaban estabilizadas por cationes monovalentes como K", Li" y
Na*, siendo el K* con el que se obtuvo una mayor estabilizacién[65].

En trabajos posteriores Willner y colaboradores[66] encontraron que
modificando la secuencia de la PS2.M, en particular eliminando dos bases del
extremo 5” (GT) y agregando una base en el extremo 37(G), se obtenia un
incremento de la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa, quedando un
oligonucledtido de 17-mer (5'-GGGTAGGGCGGGTTGGG-3').

Miés tarde, Zhou y col.[67] estudiaron cémo se modificaba la capacidad
catalitica de la DNAzima peroxidasa al agregar desoxirribosa trifosfato de
timina (dTTP) en los extremos 3"y/o 5”, partiendo de la secuencia de 17-
mer. Estas modificaciones en uno o ambos extremos incluyeron dTTP, con
n=1 a 6. Calcularon para todas las combinaciones de secuencias estudiadas la
constante de Michaelis-Menten (Ku), que representa la constante de
disociacion del complejo enzima-sustrato. Un valor bajo de Ky indica una gran

afinidad de la enzima por el sustrato lo que trae aparejado un aumento de la
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actividad catalitica.

Por otro lado, realizaron experimentos de temperatura de melting (Twu)
o fusiéon para el oligonucledtido y el complejo oligonucledtido-hemina
(DNAzima) en cada caso. Esto les permitié estimar la estabilidad de los
cuartetos de G formados con las distintas secuencias estudiadas.

Con estos dos experimentos encontraron que estas modificaciones
afectaban la estabilidad del complejo entre el oligonucledtido y la hemina, lo
cual estaba directamente relacionado con la actividad peroxidasa que
finalmente presentaria el complejo. Concluyeron que agregar dTTP, en el
extremo 5 producia un incremento en la habilidad del oligonucledtido para
unir hemina, mientras que el agregado de dTTP, en el extremo 3" producia
una disminucién de dicha habilidad. Particularmente, con la modificacién
dTTPs en el extremo 57, se obtuvo el valor més bajo de Ku. Con los
experimentos de Tw, encontraron una mayor estabilizacion del cuarteto de G
cuando incorporaron dTTP; y dTTPs en el extremo 5°. Estas secuencias
fueron denominadas DZ5Ts de 20-mer (5'-TTTGGGTAGGGCGGGTTGGG-

3") y DZ5T, de 21-mer (5-TTTTGGGTAGGGCGGGTTGGG-3").

1.3 Acidos nucleicos con capacidad de reconocimiento

molecular

Los acidos nucleicos que tienen capacidad de reconocimiento molecular
se denominan aptameros. Estos son secuencias cortas de ADN o ARN simple
cadena, obtenidas por la técnica de seleccién molecular in vitro o SELEX, y
tienen la propiedad de unirse una molécula blanco o target con alta afinidad
y selectividad. Los aptameros también son denominados “anticuerpos

artificiales”. Los oligonucledtidos descriptos en la seccién anterior, como la
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secuencia PS2.M, DZ5T; y las mencionadas en la tabla 1.2, que presentan
actividad peroxidasa en presencia de hemina, son en realidad aptameros de
hemina, aunque algunos de ellos también unen otras moléculas.

Los aptameros presentan estructuras secundarias variadas
caracterizadas por zonas tanto doble cadena como simple cadena y horquillas
(hairpin loops), cuartetos de guaninas, junturas, bulges, tripletes, etc, como se
puede observar en la Figura 1.16. A su vez, las estructuras tridimensionales
que pueden tomar los acidos nucleicos, hacen que los aptameros pueden
funcionar como receptores, uniendo una gran variedad de ligandos que van

desde iones metalicos hasta células, con alta afinidad y especificidad[68], [69].

Cuarteto de G Horquilla, hairpins Bulges

S

Pseudoknot Juneuras T

)
C

Figura 1.16- Ejemplos de estructuras secundarias que adoptan los aptameros para

unirse a sus moléculas target. Adaptado de “DNA conjugates and Sensors”[70].

Los primeros aptameros seleccionados fueron publicados en 1990 por
Ellington y Szoztak[3]. Eran oligonucleétidos de ARN que se unian a una
variedad de colorantes organicos. Ese mismo ano también Tuerk y Gold
publicaron la puesta a punto de la técnica de seleccién in vitro (a la que luego
Tuerk denominaria SELEX por Sistematic FEvolution of Ligands by
Ezxponential Enrichment), obteniendo el aptamero contra la T4 ADN

polimerasa de un bacteriéfago|4].
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Luego de esto, se seleccionaron una gran cantidad de aptameros contra
distintos targets. Algunos ejemplos relevantes son los siguientes: aptdmeros
contra proteinas como la trombina[71]-[73], inmunoglobulina IgE[74],
streptoavidinal75], derivados de acidos nucleicos como AMP[76], ATP[77],
moléculas orgénicas pequenias como dopamina[78], cocaina[53], hemina[43],
iones inorganicos como Zn*?[79], Ni**[80], etc.

La técnica de seleccion in vitro SELEX se inicia con una biblioteca de
acidos nucleicos simple cadena (ADN, ARN o 4cidos nucleicos modificados).
Esta biblioteca es un pool que consiste en aproximadamente 10 secuencias
aleatorias que presentan 30 a 100 nucledtidos y seran ser incubadas con la
molécula target o blanco.

La SELEX consiste en la repeticiéon sucesiva de un ciclo compuesto por
varios pasos: unién, particion, elucién, disociacién y amplificacién[81], tal
como se puede ver en la Figura 1.17.

En el primer ciclo de SELEX la biblioteca y el target (proteina,
moléculas organicas pequenas, hidratos de carbono, antibidticos, etc) son
incubados para permitir la formacién del complejo oligonucledtido:target. La
inmovilizacién del target en una matriz adecuada permite la eficaz separacion
o elucién de los oligonucledtidos que no interaccionaron con este por sucesivos
lavados. Hay una gran variedad de soportes soélidos utilizados para llevar a
cabo la particién, como columnas de afinidad (sefarosa, agarosa), particulas
magnéticas, membranas de nitrocelulosa, etc.

Luego se lleva cabo la disociacion del complejo oligonucleétido:target,
para posteriormente amplificar estos por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para oligonucleétidos de ADN o reaccién en cadena de la

polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) para oligonucledtidos de
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ARN. El producto de PCR doble cadena debe acondicionarse de manera de
obtener un pool de oligonucleétidos simple cadena. FEste pool de

oligonucledtidos es usado para una nueva ronda de SELEX.

INICIO
Biblioteca de oligonucledtidos
de ADN
@
L
Union
Pool de Target + biblioteca
oligonucledtidos
seleccionados ..
.. / FIN
.. dltima Target L
ronda_ @ Particion
Clonado . 'y . unidos/no unidos
aptdmeros .
seleccionados ... . Ciclo de
l SELEX
o
Secuenciacion Amplificacion . o Elucztén
PCR ‘__/ no unidos
Disociacion
complejos
ADN-Target

Figura 1.17- Seleccion in vitro de aptdmeros de ADN mediante SELEX.

Mediante los sucesivos de ciclos de seleccion y amplificacion, el pool de
oligonucledtidos inicial se reduce a unas pocas secuencias que presentan alta
afinidad y especificidad por el target. La cantidad de ciclos depende de varios
factores, como las caracteristicas y concentracion del target, la calidad de la
biblioteca de partida, las condiciones de seleccién, la eficiencia de la particion,
etc. En general se requieren entre 6 a 20 rondas de SELEX.

Una vez finalizada la SELEX, los aptameros seleccionados son

purificados y secuenciados. Muchas veces es necesario realizar modificaciones
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quimicas a los aptameros obtenidos para mejorar su capacidad de unién al

target y/o aumentar su estabilidad biolégica.

El uso de aptameros para reconocimiento molecular presenta ventajas
frente al uso de anticuerpos (proteinas). En particular los aptdmeros de ADN
que presentan una mayor estabilidad quimica y biolégica que los aptameros
de ARN. Algunas de las ventajas del uso de aptameros de ADN frente a los
anticuerpos son[82], [83]:

e Se obtienen por sintesis quimica lo cual resulta en una gran

homogeneidad de lotes de produccion y a bajo costo.

e Se pueden desarrollar contra blancos toxicos o no inmunogénicos.

e Sus secuencias se pueden desnaturalizar y renaturalizar rapidamente.

e Son estables por largos periodos de tiempo en condiciones normales de
almacenamiento.

e Se evita el uso de compuestos radiactivos y animales de laboratorio.

e Ademads, al ser secuencias de ADN, pueden disefiarse de manera de
obtener construcciones en las cuales el aptamero se encuentre inserto
en una misma secuencia junto con otro bloque que cumpla una funciéon
especifica. Por ejemplo, estar acoplado a una secuencia que presente

una capacidad catalitica o una molécula que acttie como marcador.

Las limitaciones que presentan los aptameros frente a los anticuerpos
radica en que aln no se cuenta con una gran variedad de aptdmeros contra
blancos moleculares, como si es el caso de los anticuerpos. De todas maneras,
cabe destacar que los anticuerpos cuentan con miles de anos de evolucion y

son generados por la compleja maquinaria que es el sistema inmunologico. Los
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aptameros, por su parte, son obtenidos sintéticamente desde 1990, con lo cual

aun hay mucho para trabajar sobre ellos.

1.4. Uso de acidos nucleicos en aplicaciones analiticas

La deteccion de moléculas pequenas, proteinas, iones metalicos,
material genético de bacterias y virus, toxinas, etc, en matrices complejas
como pueden ser fluidos corporales, agua, suelo, se llevan a cabo por una gran
variedad de métodos instrumentales. Entre ellos, los méas utilizados son la
cromatografia gaseosa, la cromatografia liquida y la electroforesis capilar
acopladas a espectrometria de masas (GC-MS, LC-MS y CE-MS
respectivamente), inmunoensayos o técnicas de biologia molecular como la
PCR y la secuenciacién oligonucleotidica y peptidica.

La ventaja del uso de acidos nucleicos para la detecciéon de estos blancos
mencionados radica en que se puede sintetizar una molécula de ADN
bifuncional, que contenga un elemento de reconocimiento del target y otro que
genere una sefial al producirse dicho evento. Este elemento de reconocimiento
de la molécula blanco puede ser un aptamero o una secuencia complementaria
a una region especifica del genoma cuando el blanco es el material genético de
un virus, una bacteria, etc, mientras que el dominio que genera la senal puede
ser un acido nucleico con actividad catalitica.

Los aptameros suelen utilizarse acoplados a marcadores, como
moléculas fluorescentes por unién covalente, o enzimas conjugadas con avidina,
mediante el uso de aptameros biotinilados, pero esto implica mas pasos de
preparacion y un mayor costo.

Cuando el elemento de reconocimiento es un aptamero que estd

conjugado con un acido nucleico con actividad catalitica, se lo suele denominar
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aptazima[84]. Sin embargo, como este término surge de las ribozimas
alostéricas que tienen dos dominios, una secuencia complementaria a un sector
de la secuencia target y la ribozima, existe una definiciéon mas restrictiva del
término aptazima. Esta definicién indica que las aptazimas estan compuestas
por una ribozimas o desoxirribozima (DNAzima) cuya actividad catalitica
puede regularse por el estado de unién a un target del dominio aptamérico
adjunto[85]. Es decir, existe un efecto alostérico, donde la actividad catalitica
de la ribozima o desoxirribozima se ve alterada drasticamente por la presencia
de un target efector. Los primeros en plantear este tipo de arreglos fueron
Breaker y colaboradores, los cuales sintetizaron una aptazima de ARN, es
decir un aptamero de ARN contra ATP unido a la ribozima cabeza de
martillo. La interaccién del ATP con el dominio aptamérico causaba la
inhibicién de la actividad catalitica de la ribozimal[68], [86].

Luego Sen y colaboradores sintetizaron la primera aptazima de ADN,
la cual estaba compuesta por un aptamero de ADN contra ATP y la DNAzima
10-23, que presenta actividad hidrolitica de ARN[87]. También Ellington
sintetizé una aptazima de ADN compuesta por el mismo aptamero de ATP y
pero con una DNAzima con actividad ADN ligasa[88]. En estos casos la
presencia de ATP activa la catalisis de cada una de las DNAzimas.

Se han desarrollado también una gran variedad de aptazimas, donde el
dominio catalitico es la DNAzima con actividad peroxidasa acoplada a
aptameros para deteccién de AMP[54], ATP[77], cocaina[53] y lisozimal[89).

En la mayoria de estos casos, el ADN y el target se encuentran en
solucién y el método de deteccion elegido es el 6ptico[65],[82]. También se han
desarrollado ejemplos de deteccion electroquimica, pero en estos casos se

trabajé, en general, con secuencias de ADN inmovilizadas sobre
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electrodos|76],[91],[92], no siendo tan comin el uso de secuencias en

solucién[53] para este tipo de método de deteccién.

1.4.1. Detecciéon de una secuencia de ADN: Genosensor

La deteccion del material genético correspondiente a bacterias, virus,
marcadores transgénicos, regiones que codifican para factores de virulencia o
toxinas en muestras complejas, habitualmente se lleva a cabo por técnicas de
biologia molecular como PCR y secuenciacion.

El desarrollo de métodos analiticos rapidos y simples que permitan
identificar este tipo de target o blanco tiene gran utilidad en el campo de los
biosensores.

La identificacion de secuencias conservadas del genoma (por ejemplo,
de una cepa bacteriana especifica) permite el uso de secuencias de captura que
por complementariedad de bases interaccionen con ella. A su vez estas
secuencias de captura pueden acoplarse a marcadores para llevar a cabo la
deteccion. Entre los marcadores mas utilizados se encuentran moléculas con
propiedades redox como el ferroceno[93], el azul de metileno[94], [95], el acido
carminico [96] o moléculas fluorescentes como fluoresceinal97], Cy3[98]. En
estos casos los marcadores se activan o se desactivan cuando la secuencia de
captura interactiia con su secuencia target (complementaria).

Una estructura muy versatil para este tipo de construcciones de acidos
nucleicos es la estructura tipo horquilla o hairpin-loop. Como se puede ver en
la Figura 1.18, una horquilla es una secuencia de ADN monocatenaria que
presenta una zona de hibridaciéon intramolecular, llevando esto a la formacién

de un “bucle” y un “tallo”[99]. Esta estructura es altamente frecuente en

moléculas de ARN.
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Figura 1.18- Estructura de horquilla o hairpin-loop

Cuando el marcador es una molécula fluorescente las estructuras mas
reportadas son las denominadas balizas moleculares o molecular beacons[97],
[98], [100], [101]. Estas estan compuestas por una horquilla que presenta en su
extremo 5° una molécula fluorescente y en el extremo 3° una molécula que
inhibe la fluorescencia (quencher). En presencia de la secuencia target, la
horquilla se abre y el quencher se aleja del fluor6foro permitiendo de esta

manera la fluorescencia de esta molécula (Figura 1.19).

F Q

Figura 1.19- Representacién esquematica de una baliza molecular.

Por otro lado, se ha reportado el uso de la DNAzima peroxidasa como
marcador acoplada a secuencias de captura, como por ejemplo para la
deteccién de células HeLa (una de las células humanas méas usadas cultivo

celular in vitro)[66] o de una secuencia de ADN modelo [91].
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1.5 Uso de acidos nucleicos en la detecciéon de

biomarcadores en tejidos

La deteccién de biomarcadores en secciones histologicas permite poner
en manifiesto una molécula o grupo de moléculas y estudiar su distribucion
tisular in situ. Los biomarcadores en muestras de tejidos son indicadores de
un proceso bioldgico normal o patogénico, lo cual es de gran utilidad en el
diagnostico histopatologico, seguimiento y tratamiento de wun proceso
cancerigeno. A pesar de los avances en las ultimas décadas de la genética y
la biologia molecular, la histopatologia sigue utilizandose junto a estas para
el diagnostico de cancer.

En particular, la inmunohistoquimica (IHQ) es un método de
inmunolocalizacion que permite detectar una gran variedad de antigenos
celulares y tisulares, en base a la capacidad de los anticuerpos de unirse
especificamente a sus antigenos correspondientes. Este método permite la
identificacion de numerosos biomarcadores que constituyen blancos
terapéuticos de diferentes patologias, facilitando su estudio, localizacién
histologica y su correlacion con parametros morfolégicos.

La ITHQ requiere el uso de anticuerpos acoplados a marcadores para
poder detectar el evento de reconocimiento antigeno-anticuerpo. Como se
puede observar en la Figura 1.20, en un método directo de inmuhistoquimica
se requiere de un anticuerpo acoplado a un marcador (fluoréforo, enzima,
Qdot, etc), mientras que en un método indirecto se utilizan un anticuerpo

primario y un anticuerpo secundario acoplado a un marcador.
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Figura 1.20— Representacion esquematica del método directo e indirecto de

inmunohistoquimica.

Como ya se mencioné el uso de aptameros es una alternativa valida
frente al uso de anticuerpos[83]. Por esto los aptameros han sido estudiados
para su uso en histoquimica, acoplados a moléculas marcadoras como enzimas
(HRP) o fluoréforos (Cy3, FITC, TAMRA)[102]-[106]. Para ello, es necesario
incorporar grupos funcionales a los aptameros para poder anclar estos
marcadores, lo cual como ya se menciond, implica més pasos de preparacioén
y costo. Por otro lado, cuando se utilizan moléculas fluorescentes como
marcadores, es necesario el uso de microscopios de fluorescencia o confocal.

Se ha reportado el uso de la DNAzima peroxidasa como marcador en
inmunohistoquimica, anclada a un anticuerpo secundario en reemplazo de la

enzima HRP[107].

33



1.6 Objetivos de la tesis

El objetivo general de esta tesis es la utilizacion de acidos nucleicos
como elementos de reconocimiento biolégico y amplificacién de la senal para
su empleo en biosensores y en la deteccion de biomarcadores

Entre los objetivos especificos se encuentran:

-Estudio y optimizacién de la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa
(Capitulo 3).

-Uso de la DNAzima peroxidasa como marcador combinado con una secuencia,
de ADN complementaria a una regioén especifica de un gen de Fscherichia coli
verotoxigénica (Capitulo 4).

-Uso de la DNAzima peroxidasa acoplada a aptameros, para la deteccion de

biomarcadores de procesos cancerigenos en muestras de tejidos (Capitulo 5).
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1. Preparacion de soluciones

Los oligonucleétidos utilizados en este trabajo fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich 'y Macrogen. Todas las drogas utilizadas fueron obtenidas
comercialmente y de grado analitico.

Las soluciones se prepararon utilizando agua ultrapura (miliQQ) obtenida

con el equipo Ultra Clear TWF Siemens (18 MQ.cm).

2.1.1. Buffers

El pH de todos los buffers se verific6 con pHmetro Sanzin MP 512.

Buffer tris-HCl 1M pH 8
Se pesaron 12.11 g tris buffer (Biopack), los cuales se disolvieron en agua
miliQ y se agregaron 4 mL de HCI concentrado (Cicarrelli), finalmente se llevo

a un volumen 100 mL con agua miliQ.
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Buffer Tris- EDTA (TE) pH 8

El buffer TE se utiliza para conservar ADN o ARN. El tris le da la
capacidad amortiguadora, siendo el pH 6ptimo para RNA de 7.5 mientras que
para el DNA es de 8.0. El EDTA (4cido etilendiamino tetracético) actiia como
quelante de Mg™, Ca™ y de otros metales divalentes. Esto permite proteger
a los acidos nucleicos inactivando a las DNAsas o RNAsas, porque estos
cationes divalentes son indispensables para el funcionamiento de dichas
enzimas. El buffer TE esta compuesto por tris 10mM y EDTA 0.1mM. Este
se preparé con 1mL de tris-HCI 1M pH 8, 200 pL. EDTA (Anedra) 0.05 M y

se llevé a 100 mL con agua miliQ).

Buffer Tris-potasio-triton (TKT) 25 mM pH 8
Se prepar6 con buffer tris-HCI 25 mM pH 8, KCI (Biopack) 20 mM y

triton X-100 (Biopack) 0.05%.

Buffer Tris-potasio-sodio-triton (TKNaT) 25 mM pH 8
Se preparé con buffer tris-HC1 25 mM pH 8, KCI (Biopack) 20 mM, NaCl

(Biopack) 200 mM y tritén X-100 (Biopack) 0.05%.

Buffer fosfato 0.1M pH 7
Se preparé con 50 mL de KH.POu (Biopack) 0.1M, 20.9 mL NaOH

(Biopack) 0.1M y se llev6 a 100 mL con agua miliQ.

Buffer fosfato 0.1M pH 7.5
Se prepar6 con 50 mL de KH.PO. (Biopack) 0.1M, 40.9 mL NaOH

(Biopack) 0.1M y se llev6 a 100 mL con agua miliQ.
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Buffer PBS 10 mM pH 7.5
Se prepar6 a partir de buffer fosfato 10 mM pH 7.5 conteniendo NaCl

(Biopack) 137 mM, KCl (Biopack) 3 mM.

Buffer PBS-T 10 mM pH 7.5
Se prepar6 a partir de buffer PBS 10 mM pH 7.5 conteniendo tween 20
(Aldrich) 0.1%.

Buffer ftalato pH 5
Se preparé con 50 mL de biftalato de potasio (Biopack) 0.1 M, 22.6 mL de

NaOH (Biopack) 0.1M y se llevé a 100 mL con agua miliQ.

Buffer acetato pH 5.5
Se prepar6 con 41.2 mL de acetato de sodio (Anedra) 0.2 M, 8.8 mL de

acido acético (Merck) 0.2 M y se llevé a 100 mL con agua miliQ.

Solucion stock de Oligonucledtidos

Todas las soluciones de oligonucleétidos fueron preparadas a partir del
producto comercial liofilizado (Sigma-Aldrich o Macrogen). Para evitar
pérdida de material, se centrifugé el tubo (spin) antes de abrirse.

Se prepararon soluciones stock de todos los oligonucledtidos de
concentraciéon 100 pM en buffer TE pH 8. Estas soluciones se conservaron a
-20°C. La concentraciéon de las soluciones stock se verific6 midiendo la
absorbancia a 260 nm con espectrofotometro Nanodrop 2000 ThermoFisher

(Figura 2.1)[1].
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Figura 2.1- Espectrofotémetro
Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

El espectrofotometro Nanodrop permite medir la absorbancia de una
solucion en el rango 200-800 nm utilizando un volumen muestra de 1.5-2 pL.
El modo “dcidos nucleicos” estima la concentraciéon de estos utilizando la Ley
de Lambert-Beer. Este mide la absorbancia a 260 nm (con correcciéon de linea
de base a 340 nm), paso éptico 1 mm y tomando como absortividad molar 50
(ng cm/nL) ! para el ADN doble cadena o 33 (ng cm/pL) ! para el ADN simple

cadena.

2.1.2. Soluciones para determinar actividad catalitica peroxidasa
Reactivo A

Se prepard a partir de 4-aminoantipirina (4-AAP, Mallinckrodt) 1.2 mM,
fenol (Biopack) 42.5 mM, KC1 (Biopack) 40 mM en buffer tris-HC1 0.1M pH

7.5. Este reactivo fue usado en el dia.

Solucion de Acido 2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico  sal
diamonio (ABTS)
Las soluciones de ABTS 50 mM se prepararon a partir de ABTS (Sigma

Aldrich) en agua mili-Q. La solucién fue conservada en heladera.
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Solucion de peroxido de hidrégeno (H:0s)
Las soluciones de peroxido de hidrogeno se prepararon en el momento de
ser usadas en buffer TKT y TKNaT a partir de agua oxigenada (H:0a,

Biopack) 30% p/v (100 vol) conservado en heladera.

2.1.3 Solucién stock de hemina

Se preparé una solucién stock de hemina (Sigma Aldrich) en
dimetilsulféxido (DMSO, Biopack) 1 mg/mL. Esta solucién se conservé a -
20°C por un periodo de 30 dias. A partir de esta solucién stock de hemina se
prepararon en el dia diluciones en buffer TKT pH 8 o TKNaT pH 8§,

dependiendo de la determinacién a realizar.

2.2. Celdas y Electrodos

Para las medidas electroquimicas se utilizaron cartuchos que contienen 8
celdas electroquimicas (Figura 2.2, izquierda). Estos cartuchos fueron
desarrollados y fabricados en el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial
(INTT) en los sectores de “Micro y Nanoelectrénica” y “Procesos Superficiales”
en el marco del Proyecto FSNANO 05 Nanopoc|2].

Cada celda electroquimica consté de tres electrodos (Figura 2.2, derecha),
un electrodo de trabajo (A=0.0158 cm?), un contraelectrodo de carbén y un
electrodo de referencia de Ag/AgCl. La fabricacién de los electrodos se llevé
a cabo mediante serigrafia utilizando tintas comerciales marca Gwent. Como
sustrato, material sobre el cual se serigrafiaron los electrodos, se utilizo6 Valoz.
Sobre dicho sustrato se colocé una tapa de acrilico quedando de esta manera

un celda con un volumen méaximo de 35 pL. El arreglo de las 8 celdas fue
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disenado de manera que se pueda utilizar una pipeta de 8 canales para

dispensar las soluciones.

Figura 2.2- Cartucho de 8 celdas electroquimicas (izq.) y arreglo de tres electrodos (der.)

2.3. Preparacion de la DN Azima peroxidasa

Para preparar la DNAzima peroxidasa se partié de la solucién stock 100
nM  del oligonucleétido DZ5T; (5 -TTTGGGTAGGGCGGGTTGGG-3",
PM: 6316) obtenido comercialmente. Esta solucién se calent6 a 95°C durante
5 minutos y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se diluyé hasta la
concentracion deseada en buffer segiin el caso, siendo el buffer para las
condiciones optimizadas TKT 25 mM pH 8.

Por otro lado, a partir de la solucién stock de hemina 1 mg/mlL en DMSO
se prepar6 una solucién de hemina en el mismo buffer en que se diluyd el
oligonucledtido. Se mezclaron volimenes de oligonucledtido y hemina de
manera que su relacion molar sea 1:2[3] a menos que se indique otra. La mezcla
se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente (20°C) para permitir la
formacién de la DNAzima durante 30 minutos (tiempo de incubacion
optimizado).

Para medir la senal de fondo, generada por la actividad catalitica propia
de la hemina, se prepar6 una solucion de hemina de la misma concentracién
utilizada para formar la DNAzima. Dependiendo las medidas a realizar la

concentracion final de oligonucledtido fue de 1-4 uM.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.4. Optimizacion de la actividad enzimatica de la

DNAzima peroxidasa por espectroscopia UV-visible

Se llevaron a cabo experimentos para estudiar los efectos en la actividad
catalitica de la DNAzima del cosustrato reductor, el pH y la composicion del
buffer, la concentracién de sales y la relaciéon hemina: oligonucleétido.

En todos los casos la DNAzima fue preparada segin el punto 2.3. En la
Tabla 2.1 se muestran las variables estudias y las condiciones experimentales
utilizadas en cada caso. La reaccion catalitica se inicié con H2Os y se midi6 la
absorbancia a la longitud de onda méaxima del cosustrato reductor en estado
oxidado (4-amina antipirina:510 nm o ABTS: 420 nm).

Las determinaciones por espectroscopia UV-VIS se llevaron a cabo con
espectrofotémetro UV-1800 Shimadzu (cubeta de 700 nL, paso 6ptico 1 ¢m) o
espectrofotémetro nanodrop (2 pl muestra, paso 6ptico 0.1 cm). Los valores
de absorbancia obtenidos fueron normalizados a un valor de camino 6ptico de

1 cm.

2.4.1 Determinacién de la actividad catalitica de la DNAzima
peroxidasa en funcién de la concentracion de oligonucleétido

La DNAzima peroxidasa fue preparada segin se describi6 en el punto 2.3
pero utilizando concentraciones de oligonucledtido de 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5
1M y manteniendo una relacion oligonucleétido:hemina 1:2. La concentracion
final de ABTS fue de 3.4 mM y de H>O, 1 mM.

Se midi6 la absorbancia a 420 nm a los 3 minutos de reaccion. El volumen

de muestra en el espectrometro fue de 2 nL.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.5. Deteccién electroquimica de la actividad catalitica de

la DN Azima peroxidasa

Para determinar la actividad catalitica de DNAzima peroxidasa
electroquimicamente se llevaron a cabo experimentos de cronoamperometria.
Las medidas electroquimicas se realizaron con un potenciostato Gamry
Interface 1000 (Figura 2.3). Se utilizaron las celdas y electrodos descriptos en
el punto 2.2, que contienen 8 celdas electroquimicas. Para conectar este
cartucho al potenciostato se utilizé un conector de borde de 30 vias en dos

hileras (una arriba y otra abajo).

Figura 2.3- Potenciostato Gamry, celdas electroquimicas y conectores
utilizados para llevar a cabo las medidas electroquimicas

2.5.1. Elecciéon del mediador redox

La DNAzima peroxidasa se prepard segin el punto 2.3. Se tomaron 18 nL
de la solucién de DNAzima (conc. final=1 pM), se le agregaron 2 L del
mediador redox 46 mM (conc. final=3.4 mM) y se inici6 la reaccién con 10
nL de Hy0,2.8 mM (conc. final=1 mM). Se realiz6 la medida electroquimica

a los 3 minutos de iniciada la reaccién.
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La medicién se llevd a cabo mediante cronoamperometria al potencial de
cada mediador redox, ABTS (0 mV), hidroquinona (-230 mV) y TMB (100
mV). Se midié durante 30 segundos.

El volumen total de muestra en la celda electroquimica fue de 30 nL.

2.5.2. Determinaciéon de la actividad enzimatica de la DNAzima
peroxidasa en funcién de la concentracion de oligonucleétido

La DNAzima peroxidasa fue preparada segin se describié en el punto 2.3
pero utilizando concentraciones de oligonucleétido en el rango de 0-2.5 pM.
La concentracién final de ABTS fue de 3.4 mM y se inici6 la reaccién con
H>O, 1 mM. Se esper6 3 minutos y se llevd a cabo la medida por

cronoamperometria. Se midié a 0 mV (ABTS) durante 30 segundos.

2.6. Formacién del complejo oligonucleétido-hemina

2.6.1. Dependencia de la velocidad de reacciéon con la concentracion
de sustrato

Se prepard una solucion de DNAzima peroxidasa 1.7 pM en buffer TKT
25 mM pH 8, segun el punto 2.3.

Para la medicién se utilizaron 6 pl. de DNAzima (Cf!=1pM), 2 uL de
ABTS 17 mM (Cf=3.4 mM) y se inicié la reacciéon con 2 pL. de H2O» en el
rango de 0.75-2 mM (Cf{=0.15, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 mM).
Para determinar el punto a tiempo cero se reemplazaron los 2 nL. de H2O: por
buffer TKT 25 mM pH 8.

Se midi6 la absorbancia a 420 nm por 300 segundos, se utilizaron 2 nL. de

muestra para medir.

1Cf: concentracién final
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Para calcular la velocidad se utiliz6 el método de las velocidades iniciales.
Para ello se tomé la pendiente la curva absorbancia vs tiempo (0-60 segundos)

para cada concentracion de HoOo.

2.6.2. Calculo de la constante de disociacion de la DNAzima
peroxidasa

Se prepararon varias soluciones de hemina 4 pM conteniendo
oligonucledtido DZ5Ts de concentraciones entre 1 a 6 pM. Ademés, se prepard
una muestra con hemina 4 puM sin oligonucledtido para observar banda de
Soret de la porfirina 398 nm. Todas las soluciones se calentaron en tubos a
95°C durante 5 minutos y se dejaron en agitaciéon por 30 minutos a
temperatura ambiente para permitir que se forme el complejo hemina-
oligonucleétido. Transcurrido ese tiempo se determiné el espectro de absorcién
de cada muestra en el rango 300-500 nm. Se utilizaron 2 pL. de muestra para

medir.

2.7. Estabilidad de la DN Azima peroxidasa

2.7.1. Almacenamiento a diferentes temperaturas

Se prepararon 800 pL. de DNAzima peroxidasa 1 pM segin el punto 2.3
y 800 pL de hemina 2 pM (control de sefial de fondo). Las soluciones de
DNAzima y hemina se dividieron en varios tubos conteniendo 50 pL cada uno.
Este volumen permitié realizar 5 determinaciones por triplicado en cada
condiciéon de almacenamiento.

Se midié la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa y la hemina

(senal de fondo) a tiempo cero. Luego se almacenaron 5 tubos de DNAzima y
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hemina a cada temperatura: -20° (freezer), 8°C (heladera) y 20°C
(temperatura ambiente controlada).

Se llevaron a cabo medidas electroquimicas de la actividad catalitica de
la DNAzima peroxidasa y la hemina, midiendo por cronoamperometria a 0
mV el producto de oxidacién del ABTS 3,4 mM a los 3 minutos de iniciada
la reacciéon con H>O. 1 mM. Las medidas se llevaron a cabo a tiempo de

almacenamiento de 0, 5,10, 30 y 50-55 dias.

2.7.2. Liofilizacion de la DN Azima peroxidasa

Se prepararon 120 pl. DNAzima peroxidasa con oligonucleétido DZ5T5 1
pM y hemina 2 pM y otros 120 plb hemina 2 pM segun el punto 2.3. Cada
solucién se separd en dos alicuotas para ser liofilizada por duplicado. Todos
los tubos se congelaron a -20°C, luego fueron sometidos a un proceso de
liofilizacion en el equipo marca Virtis SP Scientific (Figura 2.4).

Las muestras liofilizadas se rehidrataron con 60 pL. agua mili(). Luego se
llevaron a cabo medidas electroquimicas, utilizando ABTS 3,4 mM. Se midi6
por cronoamperometria 0 mV el producto de oxidaciéon del ABTS a los 3

minutos de iniciada la reaccién catalitica con H2O> 1 mM.

Programa de liofilizacion
-Temperatura del condensador: -50°C
-Vacio: 50 mTorr

-Tiempo: 20 horas

Figura 2.4- Liofilizador Virtis
SP Scientific

60



Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.8. Actividad catalitica de la enzima peroxidasa de

rabano picante

Se utiliz6 la enzima HRP “peroxidase from horseradish- Type I, PM: 44
KDa” (Sigma). Se prepar6 una solucién 1.7 pM en buffer PBS 10 mM pH 7,5.

Para la medicién se utilizaron 6 pL de la solucién de HRP (Cf=1uM), 2
pnL de ABTS 17 mM (Cf=3.4 mM) y se inici6 la reaccién con 2 pL de H20» 5
mM (Cf=1 mM). Para determinar el punto a tiempo cero se reemplazaron los
2 pL de H>Os por buffer PBS 10 mM pH 7.5.

Se midi6 la absorbancia a 420 nm por 300 segundos en espectrofotémetro

Nanodrop 2000, se utilizaron 2 pl. de muestra para medir.

2.9. Deteccion de una secuencia blanco con horquilla

sensora

En la Tabla 2.2 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos

disenados denominadas H-I, H-1I, H-III y H-IV, donde H indica horquilla.

Tabla 2.2-Secuencias de oligonucleétidos utilizados en las distintas construcciones.

Construccion Secuencia (5" a 37)

H-I TTTGGGTAGGGCGGGTTGGCTTTTTTAGAACGCCCACGAGA
TCATCCAGTGTTGTCCCAACCC

H-II TACCCAAAAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTGTTGTTTTTG
GGTAGGGCGGGTTGGG

H-III CCCAACCCAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTGTTGTTTTTG
GGTAGGGCGGGTTGGG

H-IV CCGCCCTAAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTGTTGTTTTTG
GGTAGGGCGGGTTGGG

Negrita: secuencia de DZ5T;; Gris: secuencia complementaria al blanco; Subrayado:
secuencia que bloquea la DZ5Ts.
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Como secuencia blanco, se utilizé6 una region especifica de un gen de F.
coli verotoxigénica productora de toxina Shiga I, obtenida de bibliografia[4]:

5’ -ACAACACTGGATGATCTCAGTGGGCGTTCT-3".

2.9.1 Puesta a punto de las condiciones experimentales

Se estudiaron el efecto de la fuerza idnica, la relacién hemina:
oligonucledtido y los tiempos de incubacion entre la horquilla y la secuencia
blanco. En la Tabla 2.2, se muestra un resumen de las condiciones
experimentales utilizadas en cada caso.

Se partié de soluciones stock de cada construccion oligonucleotidica y la
secuencia blanco a detectar todas 100 nM en buffer TE, conservadas a -20°C.

Estas soluciones stock fueron calentadas a 95°C durante 5 minutos para
permitir la desnaturalizaciéon de las secuencias y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Se llevaron a cabo diluciones de las soluciones stock
en buffer TKT 25 mM pH 8. Se mezclaron cantidades necesarias de las
secuencias oligonucleotidicas (ver concentraciones finales en Tabla 2.3). Luego
se incubé a 57°C para permitir la hibridizacién de las cadenas
complementarias (ver tiempos de incubaciéon en Tabla 2.3). Finalmente se
agreg) un volumen de la solucién de hemina (ver concentraciones finales en

Tabla 2.2) y se incub6 por 30 minutos a 25°C.

Tabla 2.3- Puesta a punto de las condiciones experimentales para la sonda sensora

- Ti d
) [Horquilla] [Heminal [sec [NaCl] | 1emp0. , ¢
Variable , blanco] , incubacion
(nM) (uM) ,, (mM) :
(uM) (min.)
Fuerza iénica 0.5 1 0.5 0-200 90
) . L. 0.25, 0.5,
hemina:oligonucledtido 0.5 0.5 200 90
1.0,1.25 1.5
Tiempo de incubacién 0.5 1 0.5 200 15,30,60,90
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2.9.2 Protocolo optimizado para la deteccion de una secuencia
blanco

Se parti6é de soluciones stock de las construcciones H-I, H-II, H-III, H-IV
v la secuencia blanco a detectar todas 100 nM en buffer TE, conservadas a
-20 °C. Estas soluciones stock fueron calentadas a 95°C durante 5 minutos
para permitir la desnaturalizacion de las secuencias y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente.

Se llevaron a cabo diluciones de las soluciones stock en buffer TKNaT 25
mM pH 8. Se mezclaron cantidades necesarias de oligonucle6tidos de manera
que la concentracion final de horquilla sea 0.5 ntM y de la secuencia blanco en
el rango 0-0.75 nM. Luego se incub¢6 a 57°C durante 30 minutos para permitir
la hibridacién de las cadenas complementarias. Finalmente se agregd un
volumen de la soluciéon de hemina de manera que su concentracion final sea
de 1 pM (relacién hemina: oligonucledtido: hemina 2:1) y se incub6 por otros

30 minutos a 25°C.

En la Figura 2.5 se muestra el esquema de realizacion del ensayo, con las
distintas rampas de temperatura. Se puede observar que el tiempo hasta llegar
a la formacién de la DNAzima es de aproximadamente 80 minutos.

Finalmente se llevd a cabo la medicion de la actividad catalitica de la

DNAzima peroxidasa de cada construccion. Se realizaron medidas épticas por

espectroscopia UV-Visible y electroquimicas por cronoamperometria.
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Figura 2.5- Esquema de realizacién del ensayo optimizado.

Medida optica
Se midi6 la absorbancia a 420 nm generada por el producto de oxidacion
del ABTS de concentracién 3.4 mM a los 3 minutos de iniciada la reaccién

catalitica con H»O> 0.5 mM. El volumen de muestra en el espectrometro

Nanodrop 2000 tue de 2 plL.

Medida electroquimica

Para la medida por cronoamperometria se utilizo ABTS como mediador
redox 3.4 mM en buffer TKT 25 mM pH 8. A los 3 minutos de iniciada la
reaccion con H2O. 0.5 mM, se llevo a cabo la medida por cronoamperometria.
Se midi6é a 0 mV (ABTS) durante 30 segundos. El volumen de muestra en la

celda electroquimica fue de 30 pL.
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2.9.3. Ensayo de especificidad de la secuencia sensora

Se llevaron a cabo determinaciones electroquimicas segin el
procedimiento descripto en el punto 2.9.2.

Se trabajo con la construccion H-IV y utilizando como secuencia blanco
otros patégenos de E. coli diferentes a FE. coli verotoxigénica productora de
toxina shiga I. Las secuencias de estos patogenos se describen en la Tabla

2.4. La concentracion de todas las secuencias oligonucleotidicas fue de 0.5 pM.

Tabla 2.4- Secuencias de patégenos de F. coli utilizadas en el ensayo de especificidad.

Patégenos Secuencia (5'—3’)
STXII GCGTTCTGTTCGCGCCGTGAATGAAG
IT AGCGGCGCAACATTTCAGGTCGAAGTCC
ST ATCAGAAAATATGAACAACACATTTTACTGCTGTGAAC
EAF CGGCGCTGGTGATTTCGGGTTCGTCA
TAL CTTATGTTCAAGGAAATAATTGTTGGCCTCCTTCTC

2.10. Marcacién histolégica
Para llevar a cabo las marcaciones histolégicas se partio de muestras de
tejidos incluidos en parafina ya fijados en portaobjetos, correspondientes a

pacientes con diferentes patologias.

2.10.1. Construccion aptamero PTEN-DNAzima peroxidasa
La secuencia conformada por el aptamero de PTEN y la secuencia que
formara la DNAzima peroxidasa fue obtenida comercialmente (Macrogen).
La secuencia del aptamero PTEN-PS2.M se muestra a continuacion,

donde las bases subrayadas indican la secuencia PS2.M:

5-GTGGGTAGGGCGGGTTGGCGGTCATACCGCGCCTATCGAACTCCCACTCGC

GTGCAGCTCTGTGTAGGT-3’
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Preparacion de la construccion aptdmero PTEN-DNAzima perozidasa

Se prepard una solucion de aptamero PTEN-oligonucleétido PS2.M 5 pM
en buffer TKNaT. Se prepard con una relaciéon hemina: oligonucledtido 2:1 y
20:1. Se calentaron las soluciones a 95°C durante 5 minutos para
desnaturalizar el ADN vy finalizado ese tiempo se dejé enfriar a temperatura
ambiente. La solucion se mantuvo en agitacion por 30 minutos para que se

forme la DNAzima peroxidasa.

2.10.2 Preparacion del tejido incluido en parafina

Desparafinado

El desparafinado de la muestra se realizO en dos pasos, primero
manteniendo el portaobjeto en estufa a 62°C durante 40 minutos y por ultimo
se sumergié en dos cubas conteniendo xileno durante 10 minutos en cada uno

de ellos.

Hidratacion del tejido
La hidratacion se llevé a cabo sumergiendo sucesivamente el portaobjetos
en cubas con etanol 100%, 90% y 70%, durante 10 minutos cada una. Luego

se sumergi6 en agua destilada por otros 10 minutos.

Recuperacion de antigénica
La recuperacion de antigenos se llevd a cabo incubando los portaobjetos
durante 20 minutos a 90-95°C en buffer citrato pH 6 conteniendo 0.05% de

tween-20.
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Bloqueo de actividad peroxidasa enddgena
La actividad peroxidasa endégena se bloqueé incubando los tejidos en

solucién de HoO»2 3% durante 20 minutos.

Bloqueo

Para bloquear el tejido se utilizé6 una solucién de albtiimina de suero
bovino (BSA) 2% en PBS 10 mM pH 7.5. Se agreg6 un volumen de dicha
solucion sobre el tejido y se incub6é por durante 30 minutos en camara
himeda. Una vez finalizado ese tiempo se lavé dos veces con buffer. Para la
marcaciéon con anticuerpos se utilizo buffer PBS 10 mM pH 7.5 y cuando se

utilizaron aptameros se utilizo buffer TK'T 25 mM pH 8.

2.10.3. Optimizacion de la relacion DNA: hemina en marcaciones
histolégicas

Se llevaron a cabo tinciones histoldgicas preparando la construccion
aptameroPTEN-PS2.M utilizando dos relaciones DNA:hemina, 1:2 y 1:20.

Se prepararon dos soluciones de aptamero PTEN-PS2.M 5 1M en buffer
TKNaT una conteniendo hemina 10 pM y la otra hemina 100 pM. Se
calentaron a 95°C durante 5 minutos para desnaturalizar el ADN y se
mantuvieron por 30 minutos en agitacion para permitir que se forme la
DNAzima peroxidasa. Transcurrido ese tiempo se agregaron 100 puL. de cada
preparado sobre dos cortes y se dejo reaccionar durante toda la noche a

temperatura ambiente (20°C).
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2.10.4. Marcado de cortes histolégicos

Para llevar a cabo la marcaciéon histologica con anticuerpos, se requiere
colocar un volumen de solucién sobre el tejido e incubar durante periodos de
tiempo que van desde 1 hora a temperatura ambiente hasta toda la noche
(ON) a 4°C, dependiendo del anticuerpo a utilizar.

Este procedimiento requiere de mucho cuidado para evitar derrames del
anticuerpo, lo cual se traduce en una marcacion despareja o deficiente. Es
comin que en un portaobjetos se fijen varios cortes, para llevar a cabo
distintas tinciones, marcaciones y controles, por ello se debe evitar el derrame
o mezclado de las distintas soluciones. Un mezclado de las distintas soluciones
lleva a tener que descartar todo el preparado.
Marcado de tejidos con construccion aptamero PTEN-DNAzima

Se colocd un volumen de la construccion aptamero PTEN-DNAzima, sobre
el tejido de manera que lo cubra por completo (este volumen dependera del
tamano del tejido, pero en general va entre 50 a 100 pL). El preparado se
incub6 durante toda la noche (ON) a temperatura ambiente 20°C en camara

himeda.

Marcado con anticuerpos

Se prepar6 una dilucién 1:100 del anticuerpo monoclonal de conejo IgG
contra PTEN (Promega) en PBS 10 mM pH 7.5 y se agregd un volumen sobre
el tejido de manera que quede todo cubierto de liquido (en general 50-100 pL).
Se incub6 durante toda la noche (ON) a 4°C. Luego de la incubacién se
realizaron dos lavados con PBS-T 10 mM pH 7. Finalmente se agregé una

dilucion 1:200 del anticuerpo secundario de cabra anti conejo IgG conjugado
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con HRP (Promega) en buffer PBS 10 mM pH 7,5 y se incub6 durante una

hora a temperatura ambiente.

2.10.5. Revelado

Las muestras marcadas tanto con la construccion aptamero PTEN-
DNAzima como con anticuerpo se revelaron con diaminobenzidina (DAB). El
producto de oxidacién del DAB por las peroxidasas en presencia de H-O-
genera un precipitado de color marron.

Para llevar a cabo el revelado, previamente se lavaron los tejidos con
buffer TKT 25 mM pH 8 (para el marcado con construccién aptamero PTEN-
DNAzima) y con buffer PBS 10 mM pH 7.5 (para el marcado con anticuerpo).
Luego se agregd un volumen de DAB 1X conteniendo H>O> 9 mM en buffer

TKT 25 mM pH 8. Se dej6 reaccionar por 25 minutos en oscuridad.

2.10.6. Procesamiento del corte para observacién por microscopia

oOptica

Deshidratacion
La deshidratacion se realizé sumergiendo la muestra en cubas con etanol

70%, 90% y 100%, durante 5 minutos en cada una.

Aclarado

El aclarado se realiz6 sumergiendo la muestra por 5 minutos dos veces en

xileno.
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Montado

Se agregd una gota de balsamo sintético sobre el cubreobjetos y se colocod
sobre el portaobjetos recién sacado del xileno. Mediante una leve presion se
esparcio el balsamo sobre toda la muestra, evitando que queden burbujas de

aire. Las muestras fueron observadas en microscopio 6ptico marca Leica DM

2500 (Figura 2.6).

Figura 2.6-Microscopio Leica DM 2500.
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Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

3.1. Introduccion

En este capitulo estudiaremos la actividad catalitica de las DNAzimas.
En particular, nos centraremos en el estudio de la DNAzima con actividad
catalitica peroxidasa formada por el oligonucle6tido denominado DZ5T; (5°-
TTTGGGTAGGGCGGGTTGGG-3’)[1] y la hemina como grupo prostético.
En la Figura 3.1 se muestra una representacion esquematica de la formacion
del complejo entre el oligonucleétido y la hemina para formar la DNAzima.
El oligonucle6tido DZ5T; adquiere una estructura terciaria tipo cuarteto de
guaninas (cuarteto de Gs), con la participacién de iones potasio en el canal

central de los cuartetos.

Hemina,

Oligonucleétido
DZST3 Potasio

DNAzima

peroxidasa

Figura 3.1- Representacién esquematica de la posible estructura de la DNAzima
peroxidasa.

De acuerdo con Travascio[2], los factores mas relevantes que afectan la

capacidad catalitica de la DNAzima peroxidasa son: el cosustrato reductor
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(mediador redox), el pH, la naturaleza del buffer, la concentracion de sales
(cationes), la presencia de surfactantes y la relaciéon molar entre la hemina y
el oligonucledtido.

En una reaccion catalizada enzimaticamente, donde ocurre una reaccién
de oxidacién o reduccién de un sustrato, es necesario que los electrones
almacenados en el grupo prostético de la enzima sean transferidos a un
cosustrato adecuado o éste le ceda electrones a la enzima.

En el caso particular de la DNAzima peroxidasa, este concepto se puede
aplicar de la misma manera. Como ya se menciond en la introduccién de la
tesis, es la hemina la que le confiere actividad catalitica peroxidasa al complejo
hemina-ADN que forma esta DNAzima.

La DNAzima peroxidasa cataliza la reduccién del H.O- y en presencia de
un cosustrato reductor (dador de electrones), éste serd oxidado por la
DNAzima (Figura 3.2). Se trata de una reaccién en dos etapas: primero la
DNAzima reduce el H.O2 a H-Oy en la segunda etapa la DNAzima recibe los

electrones de un dador de electrones, el cosustrato reductor.

Cosustrato,q DNAzima,, H,O

Cosustrato,, DNAzima,q H,0,+2H"

Figura 3.2- Representacion esquematica de la reaccién catalitica de la DNAzima

peroxidasa.

La reaccion global puede expresarse como:

DNAzima
Cosustrato,.q + H,0, + 2Ht* —— Cosustrato,, + 2H,0  ecuacién 1
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Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

La eleccion del cosustrato reductor adecuado que medie la transferencia
de electrones entre la DNAzima y el HyOs es de suma importancia. Este cederé
electrones a la DNAzima y podremos seguir la reaccién midiendo su producto
de oxidacion.

Idealmente, el mediador redox debe ser estable tanto en su forma oxidada
como reducida en las condiciones de trabajo, debe tener una alta capacidad
de transferencia de electrones, no debe participar en la reaccién secundaria y
debe exhibir una cinética electroquimicamente reversible[3].

El pH y la naturaleza del buffer influyen en la actividad catalitica de la
DNAzima peroxidasa. Se debe tener en cuenta que la determinaciéon de la
dependencia de la actividad catalitica de la DNAzima con el pH presenta una
dificultad intrinseca, ya que no es posible emplear un mismo tipo de buffer
para regular en un amplio rango de pH. Al cambiar el rango de pH,
necesariamente debemos cambiar la composicion del mismo. Sin embargo,
como veremos, el empleo de diferentes buffers permite extraer conclusiones de
interés respecto a la influencia del pH en la actividad catalitica. FEn este
analisis debemos ser cuidadosos para poder discernir el efecto causado por el
pH y el causado por el par acido/base conjugado empleado en la regulacion
del pH.

Por otro lado, se debe tener en cuenta que la hemina presenta actividad
catalitica por si misma, con lo cual es de suma importancia poder encontrar
las condiciones experimentales para las cuales la DNAzima (complejo hemina-
ADN) presente una actividad catalitica considerablemente mayor a la que
presenta la hemina por si sola, en las mismas condiciones (habitualmente la
actividad de la hemina sola es considerada como un blanco de senal). Por otra

parte, un problema adicional es que la hemina tiende a agregarse y formar
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dimeros. Con el fin de evitar o minimizar la dimerizacion de la hemina, se
suelen agregar surfactantes[4]. La hemina en estado monomérico presenta
mayor afinidad por la estructura de cuartetos de Gs que cuando forma los
dimeros|5], razén por la cual es importante controlar este aspecto.

En un oligonucleétido unimolecular, la hemina interacciona con las
guaninas de los cuartetos de Gs externos (5’ 6 3’ con afinidades diferentes) a
través de interacciones stacking m—m [6]. Segin fuentes bibliograficas, la
relacion estequiométrica entre la hemina y el oligonucleétido para distintas
DNAzimas peroxidasas es 1:1 [6]-[10].

Los oligonucledtidos ricos en G requieren cationes para plegarse formando
una estructura de cuartetos de Gs. La presencia de cationes, en particular de
iones potasio, influye en la capacidad catalitica de la DNAzima peroxidasa,
ya que estos juegan un rol fundamental en la estabilidad estructural de este

tipo de estructuras oligonucleotidicas[11].

Por todo lo descripto, en una primera instancia se estudiaran los factores
mencionados que influyen en la capacidad catalitica de la DNAzima
peroxidasa, para entender cémo afectan a dicha capacidad y luego poder
maximizarla. Todos estos factores seran estudiados mediante espectroscopia
UV-vis para luego, una vez encontradas las condiciones 6ptimas, realizar las
medidas electroquimicas. Utilizaremos primero el método oéptico porque
resulta mas sencillo de implementar a la hora de comenzar a trabajar con un
sistema nuevo. Se espera que la puesta a punto de las condiciones
experimentales redunde en una mayor sensibilidad para los posteriores
ensayos en biosensores en los que se usan DNAzimas como generadores de

senal.
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Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

3.2. Resultados

3.2.1. Cosustrato reductor

Como cosustratos reductores se probaron, el denominado reactivo A
compuesto por 4-aminoantipirina (4AAP) y fenol, y el 4cido 2,2"-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS). Ambos son comunmente utilizados
para medir la actividad catalitica de enzimas con actividad peroxidasa
mediante espectroscopia UV-vis, ya que generan un producto oxidado
coloreado.

La 4AAP es oxidada por las enzimas peroxidasas en presencia de perdxido
de hidrégeno y fenol a quinoneimina (Figura 3.3, izquierda)[12]. La
quinoneimina es un compuesto rojo que presenta un maximo de absorbancia
entre 500 y 520 nm, siendo la absortividad molar a 510 nm &s10: 6580 M em™.
En la Figura 3.3 derecha, se observa el espectro de absorciéon de la 4AAP y

de su producto de oxidacion.
(a) (b) 0751

J 4-aminoantipirina
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Figura 3.3- Reaccién de oxidacién de la 4AAP en presencia de fenol y H,O, (a).
Espectro de absorcién de la 4AAP y quinoneimina (b).

En cuanto al ABTS, las enzimas peroxidasas catalizan la oxidaciéon de
uno de los electrones del ABTS en presencia de H.O,, generando el radical

ABTS™. Este radical es un compuesto verde/azulado que tiene un maximo
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de absorbancia a 420 nm (&40 = 36000 M'cm™) y otras bandas menores a
645, 728 y 810 nm[13]-[15]. En la Figura 3.4, se muestra la reaccién de
oxidacion de un electron del ABTS y el espectro de absorcion del ABTS y

ABTS"*".

(a) » ( (b) ABTS
N
NH4+/©: >=N\ N
oI e
3
y” -
N (
NH,* NN N
-o:s/©[8>_ \N=<S:©\NH4*
SOy

Absorbancia

0 —

T T 1
300 100 500 600 700
Longintud de onda (nm)

Figura 3.4- Reaccién de oxidacién de ABTS [15] (a) v espectro de absorcion del ABTS
y ABTS** (b).

Se llevaron a cabo medidas de la actividad catalitica de la DNAzima
peroxidasa (oligonucleétido 0.5 pM/hemina 1 pM) y hemina libre 1 pM,
utilizando como cosustrato reductor 4AAP /fenol o ABTS, ambos en buffer
PBS 0.1M pH 7.5, KCI 20 mM y H>0>1 mM como sustrato.

Se pudo observar una mayor actividad catalitica de la hemina cuando
estd formando el complejo con el dcido nucleico (DNAzima) comparada con
la actividad catalitica de la hemina libre, tanto con el cosustrato reductor
4A AP /fenol como con el ABTS (figura 3.5).

Con 4AAP /fenol se observo un aumento de la sefial de la hemina y de la
DNAzima en funcién del tiempo, obteniéndose una relacién de
AbNasima/ Atiemina~ 4, & los 100 segundos de reaccién. En cambio, con el ABTS
la senal de la hemina libre practicamente no varié con el tiempo y la sefial de

la DNAzima en cambio aumenté considerablemente hasta los 100 segundos,
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tiempo al cual se llegb a una meseta. A los 100 segundos se obtuvo una relacién

ADNAZinm/AH(‘,mina"’ 12

Nass
—
o
=

(a

DNAzima
0,34

DNAzima

0,14

Absorbancia a 420 nm

Hemina

Hemina

Absorbancia a 510 nm

L—

T T T T T 1 1,
u S0 6090120 150 180 {”[1 30 60 90 120 150 180

Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 3.5- Actividad catalitica de la DNAzima 0.5 pM (rojo) y hemina 1 pM (negro),
utilizando 4AAP 1.2 mM /fenol 42.5mM (a) y ABTS 50 pM (b) como cosustrato
reductor, en ambos casos se inicié la reaccién catalitica con H,O, 1mM.

A raiz de estos resultados se decidié emplear en lo sucesivo ABTS como
cosustrato reductor ya que con este se observd una mejor relacioén senal:blanco
y descartar 4AAP /fenol. Ademés, el ABTS presenta ventajas frente al
reactivo 4A AP /fenol, como la gran estabilidad quimica tanto del sélido como
en solucién acuosa, el alto coeficiente de absortividad molar de su producto
de oxidacion y que no es toxico.

Por su parte el reactivo 4AAP/fenol, una vez preparado no puede
almacenarse por mucho tiempo y tanto la 4AAP como el fenol son téxicos,

siendo fenol ademas corrosivo y mutagénico.

3.2.2. Efecto del pH y naturaleza del buffer
Para este estudio se seleccionaron los siguientes buffers de concentracion
25 mM: ftalato a pH 5, acetato a pH 5.5, fosfato a pH 7 y 7.5 y Tris-HCI a

pH 7, 7.5, 8, 85 y 9, conteniendo las mezclas en forma adicional 0.05% de
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Triton X-100 y KC1 20 mM en todos los casos[4]. Se utiliz6 ABTS 50 pM
como cosustrato reductor y se midi6 la absorbancia a 420 nm debida al
producto de oxidacién del ABTS, a los 3 minutos de iniciada la reacciéon con
H>0O, 1 mM. Las medidas se llevaron a cabo en un espectrofotémetro UV-1800
Shimadzu, con cubeta de paso 6ptico 1 cm.

Como se puede ver en la Figura 3.6, a valores de pH cercanos a 8 se
observé el maximo valor de absorbancia, debido al producto de oxidacion del
ABTS por la DNAzima, utilizando buffer Tris-HCI. Cuando se utiliz6é buffer
fosfato se observé un méaximo de absorbancia a pH 7.5, siendo la actividad
catalitica de la DNAzima menor que la obtenida cuando se utiliz6é buffer Tris-
HCIl. A pH menores a 7, la actividad catalitica de la DNAzima fue muy baja

y casi indistinguible de la generada por la hemina libre.
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Figura 3.6— Dependencia de la actividad catalitica de la DNAzima 0.5 uM (lleno) y
hemina 1 pM (vacio) con el pH, determinado midiendo la absorbancia a 420 nm,
desarrollada por la oxidacién de ABTS 50 pM a los 3 minutos de iniciada la reaccién con
H,O0,1 mM, en buffer 25 mM: ftalato a pH 5 (M), acetato a pH 5.5 (A), fosfato a pH 7,
7.5y 8 (o), y Tris-HClapH 7, 7.5, 8,85y 9 (¢). Todos conteniendo KC1 20mM y
Tritén X-100 0.05%.

Teniendo en cuenta que la absorbancia generada por la hemina libre

representa la linea de base de estas medidas, se obtendrd una mayor
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sensibilidad cuanto mayor sea el aumento relativo de absorbancia entre la
hemina y la DNAzima.

Cuando se empled buffer Tris-HCI, el valor de absorbancia desarrollado
a los 3 minutos presenté6 un maximo a pH 8, obteniéndose una absorbancia
de la DNAzima 11 veces mayor a la obtenida con la hemina libre. A ese mismo
pH cuando se utiliz6 buffer fosfato esa relacion fue de 4 veces mayor la
absorbancia de la DNAzima que la de la hemina libre.

Para el buffer fosfato la maxima diferencia de absorbancia entre estas dos
especies se obtuvo a pH 7.5, donde la absorbancia de la DNAzima fue 13 veces
mayor a la obtenida con la hemina libre. De todas maneras, los valores de
absorbancia obtenidos con el buffer Tris-HCl a pH 8 fueron un 40% mayores
que con el buffer fosfato a pH 7.5.

En base a estos resultados, se concluyé que la mayor sensibilidad se
obtuvo empleando con el buffer Tris-HCI a pH 8, por lo que se mantuvieron

esas condiciones para las mediciones sucesivas.

3.2.3. Tiempo necesario para la formacion del complejo
oligonucleétido-hemina

Para determinar el tiempo necesario para que se forme el complejo
oligonucledtido-hemina, se realizaron determinaciones espectrofotométricas a
distintos tiempos de incubacion.

Se midi6é la actividad catalitica de distintas alicuotas de DNAzima
peroxidasa (oligonucleétido 1 pM y hemina 2 pM), incubadas entre 0 y 90
minutos. Para cada tiempo de incubacién, se midi6 la absorbancia a 420 nm

del producto de oxidacién del ABTS 50 pM a los 3 minutos de iniciada la
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reaccion con H>O. 0.5 mM en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8, KCl 20 mM y
Tritén X-100 0.05%.

Como se puede ver en la Figura 3.7, a los 30 minutos de incubacion se
obtuvo la maxima absorbancia, y ésta se mantuvo en los mismos niveles a
tiempo de incubacién mayores.

Con lo cual este tiempo de incubacién del oligonucleétido y la hemina es

suficiente para que se forme la DNAzima peroxidasa.
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Figura 3.7- Dependencia de la actividad catalitica para distintos tiempos de incubacién,
con oligonucleétido 1 pM, hemina 2 pM, ABTS 50 pM y H,O, 0.5 mM, midiendo la
absorbancia a 420 nm a los 3 minutos de iniciada la reaccién en buffer Tris-HCI 25 mM
pH 8, KCI 20 mM y Tritén X-100 0.05%.

3.2.4. Dependencia de concentracion de iones potasio

Hasta el momento se utilizo una concentracion de KCl reportada como
6ptima en bibliografia para la DNAzima formada por el oligonucle6tido
PS2.M[9][4]. Como las condiciones experimentales no son las mismas, se

decidi6 evaluar cudl era la concentracion 6ptima de KCl y cémo afecta ésta a
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la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa formada por el
oligonucledtido DZ5Ts.

Para ello, se prepar6 la DNAzima en buffer Tris-HCl pH 8 25 mM
(conteniendo 0.05 % de Tritén X-100) en ausencia y presencia de distintas
concentraciones de KCl en el rango 1-100 mM. Se midié la absorbancia a 420
nm del producto de oxidaciéon del ABTS 50 uM a los 3 minutos de iniciada la
reaccion con H.O. 1 mM de forma de tener condiciones comparativas para
evaluar el efecto del i6n potasio.

Como se puede observar en la Figura 3.8, en ausencia de KCI la DNAzima,
presenté cierta actividad catalitica, pero ésta fue mucho menor a la observada
cuando se agregaron concentraciones superiores a 1 mM. Este resultado parece
contradecir los reportes previos acerca de la necesidad de cierto contenido de

iones potasio en la solucién para estabilizar la formacién de la DNAzima.

:
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Figura 3.8— Absorbancia a 420 nm en funcién de la concentracién de KCI
para la DNAzima (e) y hemina (0), a los 3 minutos de iniciada la reaccién con H,O, 1
mM, con ABTS 50 uM en buffer Tris-HCI1 25 mM pH 8 y Tritén X-100 0.05%. El circulo
verde indica el valor de absorbancia para la DNAzima obtenido sin agregado de KCI.
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Sin embargo, este efecto puede atribuirse a la presencia de trazas de iones K*
en los oligonucledtidos comerciales empleados. Estos fueron adquiridos
purificados mediante la técnica de desalting (DST), que elimina los excesos
de sal y pequenas moléculas. La técnica DST, es un método basico de
purificacién, con lo cual se podria pensar que estos aun contengan restos de
sales suficientes como para explicar la actividad observada.

Por otro lado, se pudo observar que para concentraciones en el rango
estudiado no hay una variaciéon significativa de la senal con la concentracion
de KCI.

Dado que el KCI es necesario para el plegamiento y estabilidad del
cuarteto de guaninas, se decidié continuar utilizando en lo sucesivo una

concentracion 20 mM de KCI en el buffer Tris-HCI.

3.2.5. Relacién 6ptima hemina:oligonucleétido

Se determino la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa, midiendo
la absorbancia a 420 nm de soluciones de DNAzima con distintas relaciones
molares hemina: oligonucleétido DZ5Ts.

Se utiliz6 ABTS 50 pM como cosustrato reductor y se midié la
absorbancia a 420 nm debida al producto de oxidacién del ABTS, a los 3
minutos de iniciada la reacciéon con H,O, 0.5 mM.

Como se puede ver en la Figura 3.9 la relacion molar 6ptima entre
hemina: oligonucledtido, para obtener la maxima actividad catalitica, se

encuentra entre 1.5 y 2.5.
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Figura 3.9- Dependencia de la actividad catalitica con las distintas relaciones
hemina: oligonucleétido, con oligonucle6tido 1pM (e) y hemina 0.5-3 pM (o), midiendo la
absorbancia a 420 nm, ABTS 50 pM a los 3 minutos de iniciada la reacciéon con H,O, 0.5

mM en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8, KCI 20 mM y Tritén X-100 0.05%.

3.2.6. Efecto del per6xido de hidrégeno

Como ya se mencioné la hemina es la responsable de la actividad
catalitica de la DNAzima peroxidasa y es también el grupo prostético de la
enzima HRP. El mecanismo catalitico de la HRP se encuentra ampliamente
estudiado [16]-[20] y se sabe que el peréxido de hidrégeno no solo es el sustrato
de la enzima sino que también acttia como un agente inactivador de la
actividad catalitica. En la HRP este efecto inactivador del H2O- se da cuando
éste se encuentra en concentraciones superiores a 20 mM [21].

Siendo que la DNAzima peroxidasa presenta hemina al igual que la HRP,
cabe esperar encontrar el mismo efecto inactivador del sustrato en la actividad
catalitica de la DNAzima peroxidasa.

En esta seccién, en una primera instancia, se estudio el efecto del H.O»
en la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa. Luego se observaron los

efectos del H2Os sobre la hemina analizando la banda de Soret.
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Las porfirinas, como la hemina, presentan bandas de absorcién
caracteristicas en el rango entre 350-700 nm, como la banda de Soret alrededor
de los 398 nm (€30:=8.0x10* M"cm™), y bandas en el visible como transiciones
Q (501 y 539 nm) y bandas de transferencia de carga a 627 nm. La banda de
Soret es caracteristica de la conjugaciéon del macrociclo y varia cuando la
porfirina interacciona con un ligando [2], [4], [22], [23]. En particular, cuando
la hemina forma un complejo con los 4cidos nucleicos (oligonucledtidos PS2.M,
DZ5Ts, AGRO100, etc) la banda de Soret sufre hipercromismo y corrimiento

al rojo de 398 a 404 nm.

Efecto del H:O: en la actividad catalitica de la DNAzima perozidasa

Se preparé la DNAzima con el oligonucleétido DZ5Ts 1nM/hemina 2 pM. Se
llevaron a cabo medidas de absorbancia a 420 nm correspondientes al producto
de oxidaciéon del ABTS (3.4 mM) a distintas concentraciones de HoOo.

Como se puede observar en la Figura 3.10, a tiempos mayores a 30
segundos hay un efecto inhibitorio de la actividad catalitica que aumenta a
medida que la concentraciéon de H.O» aumenta. Esta inhibicién, a su vez se da
a concentraciones de sustrato muchos menores si la comparamos con la enzima
HRP. Segiin Shangguan [26], esto puede deberse a que la hemina estd més
expuesta en el complejo cuarteto de G/hemina que en la HRP, donde el
entorno proteico protege a la porfirina de la degradacién por parte del HoOo.
Por otro lado, Travascio[25] propuso que la inactivacién de la DNAzima
peroxidasa se podria dar ademas por otros factores, como la oxidacion de las
guaninas que conforman el cuarteto de G, lo que llevaria a que se desarme el

cuarteto.
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Figura 3.10- Curvas de absorbancia versus tiempo para distintas concentraciones de
H,0, (0 a 1.5 mM), con el oligonucle6tido 1pM, hemina 2 pM, ABTS 3.4 mM en buffer
Tris-HC1 25 mM pH 8, KC1 20 mM y Tritén X-100 0.05%.

Para las medidas de actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa,
concentraciones de H.Os en el rango 0.5-1.0 mM demostraron ser 6ptimas

por lo menos a tiempos menores a 90 segundos.

Efecto del H,O, en la banda de Soret de la hemina libre y formando el
complejo con el oligonuclectido DZ5Ts (DNAzima perozidasa)

Se llevaron cabo medidas espectrofotométricas en el rango 300-550 nm
donde se encuentra la banda de Soret de la hemina (A=398 nm). Se estudié
como afecta el H.O. a dichas bandas de absorcion, tanto para la hemina
libre como para el complejo de esta con el oligonucledtido DZ5Ts. Para ello,
se prepararon soluciones de hemina 8 pM y DNAzima peroxidasa
conformada por oligonucleétido DZ5T3 4 pM y hemina 8 pM, ambas en

buffer TK'T 25 mM pH 8. Se obtuvo el espectro de la hemina y la DNAzima
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en ausencia de HoO2 y en presencia de H:O» 1 mM (concentracion final). En
ambos casos se tomaron espectros cada 15 segundos durante un intervalo de
8 minutos.

En la Figura 3.11 se muestra como varian los espectros correspondientes
a hemina (a) y hemina-oligonucleétido (DNAzima) (b) en ausencia y
presencia de H-O» 1 mM.

Para el caso de la hemina libre (figura 3.11 (a)), en ausencia de H»O»,
se obtuvo un méaximo de absorbancia a 395 nm (longitud de onda
correspondiente a la banda de Soret de la hemina en las condiciones de
trabajo). El agregado de H2O; generd una disminucién de la absorbancia en
8 minutos de Azp:=0.73 a Az5=0.58.

Para el complejo hemina-oligonucleétido (figura 3.11 (b)) en ausencia de
H>0: se observé un méaximo de absorbancia a 400 nm. El agregado de H20:
generé no solo una disminucion de la absorbancia sino también un corrimiento
del maximo de absorcion hacia longitudes de onda menores. A los 60 segundos
de agregado el H20; el méximo de absorbancia llegd a 395 nm (banda de Soret
de la hemina libre en estas condiciones). Para este caso, el agregado de H20:
generé una disminucién de la absorbancia en 8 minutos de As0=0.84 a
A39:=0.54.

En ausencia de H20:2 no se observaron cambios en la banda de Soret en el

tiempo, tanto para el complejo hemina-oligonucleétido como para la hemina

libre.
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Figura 3.11- Espectros de absorbancia de hemina (a) y hemina-oligonucleétido (b) en
ausencia de H,O»y con el agregado de HyO, 1 mM, medido cada 15 segundos durante 8
minutos.

Con estos resultados podemos afirmar que el H.O» afecta a la hemina. Por
otro lado, el complejo hemina-oligonucledtido también se ve afectado, ya que
se produce un corrimiento desde el maximo de absorbancia del complejo
hemina-oligonucleétido hasta el maximo de la hemina libre, lo cual indicaria
que el complejo se desarma. Es decir, el agregado de H2O- genera la disociacion

de parte del complejo ADN-hemina.

3.2.7. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa en las
condiciones 6ptimas

Una vez encontradas las condiciones 6ptimas para determinar la actividad
catalitica de la DNAzima peroxidasa, se estudié la variacién de la sefial en
funcion de la concentracion de oligonucledtido-hemina en relacion a la hemina
libre (utilizada como blanco). Para ello, se prepararon soluciones de DNAzima
(oligonucle6tido-hemina) de concentraciones 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 ptM y
hemina 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5 nM. Se agregé ABTS de manera que su

concentracion final fuera 3.4 mM y se midié la absorbancia a 420 nm a los 3
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minutos de iniciada la reacciéon con H.O2 1 mM.

En la Figura 3.12 se muestra como varia la absorbancia para las distintas
concentraciones de oligonucledtido-hemina (DNAzima) o hemina libre. Se
puede ver en este grafico que hubo un aumento de la absorbancia a medida
que aumento la concentracion del oligonucledtido-hemina.

Como se puede observar, hay una diferencia significativa entre la senal
de la DNAzima y la hemina libre. Esta ultima no muestra un aumento
considerable de la absorbancia a medida que aumentd su concentraciéon. Este
resultado demuestra que la catdlisis de la hemina libre no es significativa
frente al aporte del complejo oligonucleétido-hemina en las condiciones

seleccionadas.
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Figura 3.12- Absorbancia a 3 minutos de iniciada la reaccién catalitica en funcién de
[oligonucle6tido] y [heminal/2, para la DNAzima (e) y hemina (o) con ABTS 3.4 mM y
H,0,1 mM, en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8, KCI 20 mM y Tritén X-100 0.05%.

En la tabla 3.1 se muestran las relaciones obtenidas entre la absorbancia
de la DNAzima (Apz) y la absorbancia de la hemina libre (An), para las
distintas concentraciones de oligonucleétido y hemina. Por otro lado, se

calculé el limite de deteccién de la DNAzima por espectrometria UV-vis,
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utilizando el criterio de tres veces la desviacion estandar del blanco dividido
la pendiente de la curva de calibrado. Como blanco se tomaron los valores de
absorbancia obtenidos para la hemina en el rango de concentracién estudiado
(0-2.5 pM). Trabajando en las condiciones optimizadas para determinar la
actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa DZ5T3, se obtuvo un limite de

deteccion de 30 nM.

Tabla 3.1- Relacién de absorbancia entre DNAzima y hemina

[Oligonucleétido] o [hemina]/2 (nM) Relacién Apz/An

0 0.8
0.5 6.5
1.0 16.6
1.5 20.3
2.0 25.0
2.5 26.0

3.3. Formacion del complejo oligonucleétido-hemina
En esta seccion se estudiaron los parametros cinéticos que intervienen en
la formacién del complejo oligonucle6tido-hemina que forma la DNAzima

peroxidasa.

3.3.1. Dependencia de la velocidad de reaccion con la concentracion
de sustrato
La descomposicion del peroxido de hidrogeno en presencia de un agente
reductor que transfiere un electréon se puede expresar como:
H,0, + 2H* + 2 red -» 2 H,0 + 2 ox ecuacion 2
donde red es la especie reducida y ox la especie oxidada. Ademés, la velocidad
de esta reaccién puede seguirse determinando el cambio de concentracion de

la especie oxidada que se va formando. En este caso, dado que usamos el
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ABTS como cosustrato reductor, el producto de oxidacién es el radical
ABTS"* de color verde intenso. De esta manera, podemos seguir la cinética
de la reacciéon que queremos estudiar. Luego, la velocidad de la reaccion se
puede determinar por el método de velocidades iniciales como el cambio en la
concentraciéon de perdxido con el tiempo (ecuacién 3). Reemplazando la
concentracion de perédxido por la ecuacion de Lambert-Beer, se puede calcular
la velocidad inicial como la pendiente de la curva de absorbancia (A) vs

tiempo como se muestra en la ecuaciéon 3:

_H,0,1) _ 1 0A) _A@)
° ot ), 2dat), 2dr

ecuacion 3

Por otro lado, en gran parte de los sistemas enzimaticos, la velocidad de una
reaccion puede modelarse por la ecuacion propuesta por Michaelis-Menten,

que viene dada por:

_ Vmax [S]
Ky +[8]

ecuacion 4

donde, v es la velocidad méxima que alcanza la reaccién, [S] es la
concentracion del sustrato de la enzima y K es la constante de Michaelis-
Menten.

La constante Ky es la concentraciéon de sustrato para la cual la velocidad
de reaccién es la mitad de la velocidad méxima. Cuando Ky=I[S], la ecuacién
4 se reduce a V=vu./2. El valor de Kynos da una idea de la afinidad de la
enzima, por el sustrato, valores de K pequenos indican una gran afinidad. Por

el contrario, valores grandes de Ky indican una menor afinidad.
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La velocidad méaxima puede definirse entonces como W = ket [E], donde
ket €8s una constante que representa el ntimero de moléculas de sustrato
convertidas en producto por unidad de tiempo y [E] es la concentraciéon de
enzima. Segun Travascio [4], este modelo también puede aplicarse a las
reacciones catalizadas por acidos nucleicos con actividad catalitica, donde Vax
puede escribirse como Wux = ket [DZ], siendo [Dz] la concentracién de la

DNAzima. Finalmente, la ecuacion 4 podria reescribirse como:

_ VulH,0,] _ ke [DZ][H,0,]
Ku+[H,0,] Ky +[H,0,]

ecuacion b

Por 1ultimo, un parametro que generalmente se utiliza para evaluar la
eficiencia catalitica es la relacién ke/Ku. Un valor alto de ke./Ku esta
asociado a una mayor actividad catalitica.

Ahora cuando la velocidad es la velocidad inicial nos encontramos en la
zona donde hay una relacion lineal entre la velocidad de reacciéon y la
concentracién de sustrato. En esta zona podemos decir que Ku>> [H20-] con

lo cual la ecuacion 5 se reduce a:

— kcat[DZ][HZOZ]
0=
KM

ecuacion 6

Entonces, la pendiente de la curva de Michaelis-Menten en esta region es
la relacién ke[Dz]/Ku y representa la sensibilidad. Cuanto mayor sea esta
relaciéon para una misma concentracion de DNAzima, mayor serd la

sensibilidad de la determinacién.
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Para estudiar la dependencia de la velocidad de reaccion con la
concentracion de sustrato, se llevaron a cabo medidas de la actividad catalitica
de la DNAzima peroxidasa (oligonucleétido DZ5Ts 1 pM y hemina 2 pM)
midiendo el producto de oxidacion del ABTS 3.4 mM, en presencia de
soluciones de H.Os en el rango de 0-4 mM. Para calcular la velocidad se utilizo
el método de las velocidades iniciales descripto anteriormente.

Como podemos ver en la Figura 3.13, la reaccién catalitica de la DNAzima,
peroxidasa se puede modelar muy bien con la ecuacién de Michaelis-Menten.
Para ello, se realizé un ajuste no lineal utilizando la ecuacion 5 y se obtuvieron
los parametros V= (2.0 £ 0.1) 10° mMs' y Ky= (1.2 & 0.1) mM.

Por otro lado, se calculd la ke a partir de la velocidad méaxima y la
concentraciéon de DNAzima, segin Vi = ket [Dz], obteniéndose un valor de

kew= (2.0 & 0.1) s,

3
= i
1.5x10 °
~/~
-
09)
= )
g 1.0x10 -
N—
)
<
~
- B
= i
®) OOXIO m y = A" (x/(B+x))
o) Adj. R-Square 0.99426
> Value Standard Error
Mean A 0.00205  7.99324E-5
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Figura 3.13- Velocidad de reaccién en funcién de la concentracién de H,O, para la
DNAzima peroxidasa (oligonucle6tido DZ5T; 1pM y hemina 2 pM), ABTS 3.4 mM en
buffer Tris-HC1 25 mM pH 8, KC1 20 mM y Tritén X-100 0.05%.

En la tabla 3.2 se muestran los valores calculados de Ky y keat, y la

relacién entre ellas. Ademaés, se comparan estos resultados con los reportados
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en bibliografia para la DNAzima peroxidasa formada por el oligonucledtido

PS2.M y para la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP).

Tabla 3.2— Comparacién de pardmetros cinéticos calculados y los obtenidos en bibliografia.

DNAzimas y Enzimas Ky(mM) keat(s) Keat/Knm Ref.
Est
DZ5Ts (5-TTTGGGTAGGGCGGGTTGGG-3) 1.2 401 2.0+ 0.1 L ;e.
rabajo
PS2.M(5"-GTGGGTAGGGCGGGTTGG-3") 2.9+ 0.5 3.8 1.3 [4]
Peroxidasa de rdbano picante 0.3 202 673 [26]

Como ya se menciond, Ky representa la constante de disociacion del
complejo enzima-sustrato (DNAzima-H:0s, en este caso), que es inversa a la
afinidad de la enzima por el sustrato. Se puede ver a partir de los valores
presentados en la tabla 3.2, que la DNAzima peroxidasa formada por el
oligonucledtido DZ5Ts muestra una mayor afinidad por el sustrato comparada
con la DNAzima formada por el oligonucleétido PS2.M.

Por otro lado, si comparamos los valores de Ku obtenidos con las
DNAzimas formadas por los oligonucleétidos DZ5Tsy PS2.M, con una enzima
proteica como la HRP, se puede observar que esta enzima presenta una
afinidad superior por el sustrato.

En cuanto al parametro kea, que representa el nimero de moléculas de
sustrato transformadas en producto, se obtuvo un valor del mismo orden de
magnitud tanto para la DNAzima peroxidasa utilizada en este trabajo como
para la DNAzima formada por el oligonucleétido PS2.M segtin los valores
reportados por Travascio [4]. Si se comparan los valores de ke de estas
DNAzimas con el valor reportado para la HRP se puede ver que este presenta
un valor de ket dos 6rdenes de magnitud superior.

Estos resultados reflejan una “eficiencia catalitica”, dada por el parametro
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keat/ Ky, altamente superior para la enzima proteica HRP comparada con las
DNAzimas peroxidasas. Si bien estos pardmetros cataliticos son desfavorables
para las DNAzimas, estas presentan otras ventajas frentes a las enzimas como:
su obtencién sintética, su estabilidad, la posibilidad de disenar racionalmente
estados activos e inactivos de la secuencia, poder acoplarla a otros acidos

nucleicos con distintas funcionalidades, etc.

3.3.2. Calculo de la constante de disociacion de la DNAzima
peroxidasa
En esta seccién se presenta un método para calcular la constante de
disociacién del complejo formado por el oligonucleétido DZ5T; y la hemina:
ks .,
Oligonucledtido + Hemina <s—== DNAzima ecuacion 7
kq
Como ya se menciond en la seccion 3.2.6 las variaciones en la banda de
Soret de las porfirinas pueden aportar informacién sobre el complejo formado
entre la hemina y el oligonucleétido. En particular, estas variaciones permiten
calcular la constante de disociaciéon del complejo oligonucledtido-hemina,
estudiando los espectros de absorcion de la hemina en presencia de distintas

cantidades de ligando (oligonucleétido).

Determinacion de la constante de disociacion oligonucledtido DZ5Ts-hemina

La constante de disociacién se determind espectrofotométricamente
midiendo el espectro de absorbancia en el rango correspondiente a la banda
de Soret que presenta la hemina cuando forma complejos con acidos nucleicos

(A=404 nm). Para ello, se utiliz6 una concentracién de hemina 4 pM vy

96



Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

concentraciones crecientes de oligonucleétido (0.5 a 6 pM). En la Figura 3.14,
se observa que efectivamente hubo un aumento de la intensidad de la banda
y un corrimiento al rojo (398 a 404 nm) a medida que la concentracién de
oligonucledtido aumento. Ademads, se puede apreciar un punto isosbéstico
alrededor de 420 nm, lo cual quiere decir que hay especies en equilibrio que
presentan la misma absortividad molar a esa longitud de onda. Estas especies
en equilibrio probablemente sean la hemina-surfactante y oligonucleétido-
hemina. Segin Travascio[4] realizando este experimento en ausencia de Tritén
X-100, no se observo el punto isosbéstico y se llegd a saturacién con menor

cantidad de oligonucleétido.
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Figura 3.14- Variacién del espectro de absorbancia de la hemina 4 pM con el
incremento de la concentracién de oligonucleétido (0 a 6 uM) en buffer Tris-HCI 25 mM
pH 8, KCI 20 mM y Tritén X-100 0.05%.

Por otro lado, se llevaron a cabo espectros del oligonucledtido (0.5 a 6
nM) en ausencia de hemina, para el cual no se observé absorcion en el rango

350-500 nm.
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Con estos resultados se calculd la constante disociacion para el complejo,
a partir de la pendiente de la recta obtenida al graficar [ADN],/(1 — a) versus

1/a (ecuacion 8).

[ADN]o
(1-a)

1 . .,
= kp—+ [Hemina], ecuacién 8
(24

El valor obtenido fue de Kp de 500 nM. En la tabla 3.3 se compara la
constante de disociacion calculada para el complejo hemina-oligonucledtido
DZ5T;s con los reportados en bibliografia para esta y otras DNAzimas
peroxidasas.

El valor de Kp obtenido para la DNAzima utilizada en este trabajo fue
del mismo orden que los valores encontrados en bibliografia tanto para la
DNAzima peroxidasa formada por el oligonucleétido DZ5T; como por el

oligonucledtido PS2.M.

Tabla 3.3— Valores de Kp para la DNAzima peroxidasa calculado y datos de bibliografia.

Oligonucleétidos Kp / nM Ref

DZ5T; (5°-TTTGGCGTAGGGCGCGGTTGGG-3") 500 + 15 Este trabajo
DZ5T; (5°-TTTGGCGTAGGGCGCGGTTGGG-3") 125 + 9 27]
PS2.M( 5 -GTGGGTAGGGCGGGTTGG-3") 415 + 25 [27]
PS2.M( 5 -GTGGGTAGGGCGGGTTGG-3") 27 + 2 [9]

Por otro lado, se graficé la absorbancia a 404 nm de la hemina 4 pM en
funcion de la concentracion de oligonucleétido.

Como se puede observar, en la Figura 3.15, se produce un aumento de la
absorbancia a 404 nm hasta llegar una concentraciéon de oligonucledtido
cercana a 4 nM, luego del cual se observo una zona de saturacion.

Estos resultados sugieren que la relacion estequiométrica entre la

hemina y él oligonuclettido podria ser 1 a 1, ya que la saturacion se alcanza
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para una concentraciéon de oligonucleétido de 4 nM.

Sin embargo, estos resultados no se condicen con la relaciéon 6ptima
hemina/ oligonucletido obtenida midiendo la actividad catalitica de la
DNAzima, donde la relacién hemina:oligonucleétido 2:1 dio un 14% maés de
sefial que la obtenida con la relacion hemina:oligonucleétido 1:1, y fue la
elegida para llevar a cabo las deméas determinaciones. Esta diferencia, si bien
no es muy grande, podria explicarse teniendo en cuenta que el sistema no es
el mismo en la medicién de la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa
y en los experimentos de la banda de Soret, donde no hay H-O. y ni ABTS.

Como ya se vio en la seccién 3.2.6, el H.O- afecta a la hemina, con lo cual
esto podria explicar que se requiera una mayor cantidad de hemina superior
a la relacion estequiométrica de esta con el oligonucledtido para poder obtener

la maxima senal.
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Figura 3.15- Absorbancia a 404 nm de hemina 4 pM con el agregado de distintas
concentraciones de oligonucleétido DZ5Ts.
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3.4. Medidas electroquimicas de la DN Azima peroxidasa

en solucion

En una primera instancia se repitieron los experimentos mas relevantes
llevados a cabo en la secciéon 3.2 realizando medidas electroquimicas para

contrastarlos con los resultados obtenidos por espectroscopia UV-vis.

3.4.1. Eleccién del mediador redox

Al emplear un método electroquimico para determinar la actividad
catalitica de la DNAzima en solucién, el factor que puede impactar mas
significativamente en su sensibilidad es a priori la naturaleza del mediador
rédox. Este debe tener una cinética de transferencia electrénica adecuada
tanto con la DNAzima como con el electrodo.

Para llevar a cabo la eleccion del mediador redox, se probaron
hidroquinona, ABTS y TMB [28],[29].

La hidroquinona|29] es ampliamente utilizada como mediador redox en
electroquimica, y particularmente en sistemas donde estédn involucradas
enzimas peroxidasas. E1 TMB[30] y el ABTS, son preferentemente elegidos
como cromoOforos en dichos sistemas para llevar a cabo determinaciones

Opticas de estas enzimas.

En la Figura 3.16 se muestran los voltagramas ciclicos obtenidos para

estos mediadores redox, el AE,sus potenciales formales E°”, obtenidos como

E® = (Epq +Ep.)/2.
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(a)HQ: AE,=433 mV,E’" =81 mV (b) TMB: AE,=40 mV, E°" =284 mV
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Figura 3.16- Voltametria ciclica, formula estructural, AEp y potenciales formales (E°)
para HQ, (b) TMB y (¢) ABTS, todos 3,4 mM en buffer Tris-HCl 25 mM pH 8, KC1 20
mM y Tritén X-100 0.05%.

Con los tres mediadores se realizaron cronoamperometrias de soluciones
de hemina 2 pM y oligonucledtido DZ5T;3 1 nM en buffer Tris-HC1 25 mM pH
8, KC1 20 mM y Tritén X-100 0.05%. En todos los casos se utilizé el mediador
redox en una concentracion de 3.4 mM. Una vez iniciada la reaccion catalitica
con H.O, 1 mM se esperé 3 minutos para realizar la medida electroquimica.
Este tiempo permite acumular buena cantidad de mediador redox en estado

oxidado y con ello obtener un valor de corriente mas elevado.
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En el caso de la hidroquinona, no se pudo detectar electroquimicamente
su producto de oxidacion. Se observo que, al preparar la hidroquinona en el
buffer Tris-HCl (256 mM pH 8, KCl 20 mM y Tritén X-100 0.05%), éste
tomaba una coloracién amarilla similar a la benzoquinona. Por esta razon, se
llego a la conclusion de que la hidroquinona se oxidaba en presencia del buffer
Tris. En general, la hidroquinona es utilizada en buffer fosfato.

En la seccion 3.2.2 se llegd a la conclusién que, con el buffer Tris-HCI,
se obtuvieron mejores resultados que con el buffer fosfato en las medidas de
actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa. Por ello, se descarté a la

hidroquinona como mediador redox para este sistema.

El producto de oxidacién enziméatica del TMB pudo detectarse facilmente
amperométricamente a 0.1 V (versus electrodo de referencia de Ag/AgCl)[31].
Pero no se obtuvieron diferencias entre la corriente medida para la hemina y

la obtenida con la DNAzima (Figura 3.17-a).

El ABTS es oxidado primero al radical catiéon (ABTS'®) y luego al
dicatién (ABTS"?). Las dos especies son relativamente estables. El catién
ABTS™ pudo ser detectado -electroquimicamente realizando wmedidas
cronoamperométricas a 0 mV. Usando este mediador redox, se observé una
diferencia de densidad de corriente entre la solucion de DNAzima peroxidasa,
1 uM de 5.5 pA.cm? (Figura 3.17-b).

Como ya se menciond, utilizando el ABTS como mediador redox se
obtuvo la mayor diferencia de densidad de corriente limite (j), tomada a los

30 segundos, entre la DNAzima y la hemina (background). Por lo cual se
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decidi6 seguir trabajando con el ABTS como mediador redox para las medidas

electroquimicas.
(a) (b)
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Figura 3.17- Densidad de corriente versus tiempo para DNAzima 1uM (rojo) y hemina
2 pM (negro) utilizando como mediador redox (a)TMB y (b) ATBS, ambos mediadores
3.4 mM en buffer Tris-HC1 25 mM pH 8, KC1 20 mM, Tritén X-100 0.05% y HO» 1 mM.

3.4.2. Dependencia de la densidad de corriente con la concentracion
de DZ5T;

Se realizaron medidas de corriente en funcién del tiempo para distintas
concentraciones de DNAzima (oligonucle6tido DZ5Ts-hemina) y hemina libre.
Las medidas fueron realizadas cronoamperométricamente a los 3 minutos de
iniciada la reaccion con H.O», utilizando ABTS como mediador redox. La
medida cronoamperométrica se realizé a 0 mV y se midi6é durante 20 segundos.

En la Figura 3.18 se pueden observar los transitorios de corriente en
funcién del tiempo para las distintas concentraciones de oligonucledtido

DZ5T; que forman la DNAzima.
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Figura 3.18— Densidad de corriente en funcién del tiempo para la DNAzima preparada
con oligonucledtido DZ5T; de concentracién: a) 0, b) 0.5, ¢) 1.0, d) 1.5, e) 2.0 y f) 2.5
pM, todos con hemina manteniendo una relaciéon molar oligonucleétido:hemina=1:2

después de 3 minutos de iniciada la reaccién con H,O, 0.5 mM.

Se tomaron los valores de corriente limite para cada punto a los 20
segundos y se grafico este valor en funcién de la concentracién de

oligonucleétido DZ5Ts o hemina/2 (Figura 3.19).
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Figura 3.19— Densidad de corriente en funcion de la concentracién de
oligonucledtido en la DNAzima (e) o de hemina/ 2 (0), a los 20 segundos de

medicién cronoamperométrica.

104



Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

Como se puede observar en el grafico 3.19, la hemina no presentd
variacion de la densidad de corriente al aumentar su concentracién. Para la
DNAzima, si se observa un aumento de la densidad de corriente al aumentar

su concentracion.

3.4.3. Estabilidad de 1la DNAzima peroxidasa a distintas
temperaturas de almacenamiento

En esta seccion se estudié como varia la actividad catalitica de la
DNAzima peroxidasa con el tiempo, almacenada a distintas temperaturas. Se
probaron tres temperaturas de almacenamiento: -20°C (freezer), 8°C
(heladera) y 20°C (temperatura ambiente controlada).

Estos datos son de suma importancia a lo hora de utilizar la DNAzima
peroxidasa como marcador en un biosensor.

Para llevar a cabo las determinaciones, se preparé la DNAzima con
oligonucledtido 1 pM y hemina libre 2 ntM en buffer TKT 25 mM pH 8, segin
el protocol6 descripto en la seccion 2.3 del Capitulo Materiales y Métodos.

Las soluciones preparadas se dividieron en alicuotas en varios tubos para
ser conservadas a las distintas temperaturas de almacenamiento a estudiar.
En el momento de llevar a cabo las mediciones, se tomaron tres alicuotas
(tubos) correspondientes a cada temperatura de almacenamiento para llevar
a cabo las determinaciones por triplicado. Estas se dejaron reposar 5 minutos
antes de medir para que lleguen a la temperatura ambiente del laboratorio.

Luego, se llevaron a cabo mediciones electroquimicas de la actividad
catalitica de la DNAzima midiendo la corriente producida debido a la
oxidacién del ABTS 3.4 mM a los 3 minutos de iniciada la reaccién catalitica

con HoO2 1 mM.
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Como se puede observar en la Figura 3.20, en todos los casos se observo
una disminuciéon de la actividad catalitica.

Para la DNAzima almacenada a -20°C, se observé disminucion de la
actividad de aproximadamente un 25%, manteniéndose este valor por lo
menos hasta los 50 dias de almacenamiento.

Para la DNAzima almacenada a 8°C, la disminucién de la actividad
catalitica fue entre una 10-15 %, observandose una gran dispersién de los
replicados.

Finalmente, para la DNAzima almacenada a temperatura ambiente
controlada a 20°C, la disminuciéon de la actividad catalitica va entre una 15-

20 % observandose también una gran dispersion de los replicados.
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Figura 3.20— Variacién de la actividad catalitica porcentual de la DN Azima peroxidasa
en funcién del tiempo, almacenada a 8, 20 y -20 °C.

3.4.4. Liofilizacion de la DN Azima peroxidasa
Se liofiliz6 la DNAzima peroxidasa preparada en buffer TKT 25 mM pH
8 y se evalud si esta conservé sus propiedades cataliticas al hidratarla con

agua miliQ.
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Previo a la liofilizacion, es necesario preparar la muestra para ser
procesada, de manera de que la liofilizacion no afecte sus propiedades
fundamentales[32]. Para ello, se utilizan los crioprotectores, que son
sustancias que utilizan para disminuir el dano en muestras biologicas,
reemplazando el agua intramolecular y minimizando la formacion de cristales.
Existe una gran variedad de crioprotectores. Uno de ellos es el dimetilsulféxido
(DMSO) el cual esta presente en un 0.1% en la muestra a liofilizar, ya que la
hemina esta preparada en DMSO.

Se preparé un volumen de DNAzima peroxidasa con oligonucledtido
DZ5Ts 1 pM y hemina 2 pM (ver seccion 2.7.2 del Capitulo Materiales y
Métodos). Se liofilizaron muestras por duplicado durante 20 horas a 50 mTorr,
con una temperatura de condensador de -50°C. Culminada la liofilizacién se
reconstituyé la DNAzima con agua miliQ). Finalmente se llevaron a cabo
medidas electroquimicas utilizando ABTS 3.4 mM como mediador redox e
iniciando la reaccién catalitica con H>O, 1 mM. Se midié por
cronoamperometria a 0 mV durante 30 segundos los 3 minutos de iniciada la
reaccion catalitica con HyOs.

Las muestras liofilizadas arrojaron un valor de densidad de corriente (j)

de un 20 % menor con respecto a las muestras sin tratar (Tabla 3.4).

Muest j(nAcm2
Tabla 3.4— Valores de densidad de corriente (j) qoTa j(pAcm’)
para la DNAzima peroxidasa sin liofilizar y Sin liofilizar 9.4 £1.8
liofilizada. Liofilizado 7.6 £1.0
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3.5. Discusion

Se puede hacer una analogia entre la catalisis de la DNAzima peroxidasa
y el ciclo catalitico de la enzima peroxidasa de rdbano picante, ya que ambas
comparten el mismo grupo prostético, la hemina[2],[19]. En las enzimas
peroxidasas, la actividad catalitica esta fuertemente determinada, como ya se
mencion6é anteriormente, por las caracteristicas estructurales del entorno
proteico alrededor del grupo prostético[33].

En la Figura 3.21 se muestra un esquema simplificado del ciclo catalitico
de la enzima HRP, donde la reduccién del peréxido de hidrégeno (H20»)
implica la oxidacion de dos electrones del grupo hemo de la enzima, que
inicialmente tiene estado de oxidacién Fe(III). Los compuestos intermediarios
I y I, son estados oxidados de la peroxidasa.

El mecanismo catalitico se inicia con una molécula neutra de H>O», que
se une al hierro de la hemina. Esto es facilitado por la transferencia de uno de
los hidrégenos del H2O: al nitrégeno del grupo imidazol de un residuo de
histidina, como se puede observar en la Figura 3.21 (b). Luego, a medida que
el enlace O-O se escinde, lo cual es promovido por una arginina que polariza
el enlace, el imidazol entrega el H al oxigeno, para dar un derivado oxo-hierro
Fe'V=0 y una molécula de agua. De esta manera se obtiene el compuesto I.
El segundo electrén requerido para romper el enlace del H.O» proviene de la
misma porfirina de la HRP, produciendo un radical cation.

En un segundo paso, el radical cation es reducido al compuesto II. En el
altimo paso, la enzima es reconvertida al estado nativo, aceptando un electréon

y con la reduccion de dos H, para dar agua.
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0 “|5r
(a) N+ (b)
H,0 N e\N H
Estado nati
o Hy Compuesto | His N/ Arg
/
+3
N\Fe/N SubH \[> I!JH
N/ \N N, N/<
Sub \H\ /,H/ + \F\IHQ
Sub+H,0 5 ci)/o'\H
SubH N [ N\Fe_|7N
~fo— T /
N/ \N N

Compuesto Il

Figura 3.21-Mecanismo catalitico de la peroxidasa de rabano picante (a).
Representaciéon esquematica de la transferencia de uno de los hidrégenos del H,O, a la
histidina proximal y la polarizacién generada por la arginina (b). Adaptado de Handbook
of Porphyrin Science[34]

El mecanismo catalitico de la DNAzima peroxidasa para la reduccién del
peroxido de hidrogeno es llevada a cabo por la hemina mediante la formacion
del intermediario compuesto I, similar al que se forma en el ciclo catalitico de
las enzimas peroxidasas[5]. Como se describié anteriormente, en las enzimas
como la HRP el entorno del grupo hemo es fundamental para la actividad
catalitica. Segin Travascio [5], [25], en el caso de la DNAzima peroxidasa, el
entorno polar de la porfirina estaria dado por una cavidad negativa formada
entre los cuartetos de guaninas. Ademaés, postula que los buffers nitrogenados
favorecen la ruptura del enlace O-O, produciendo la formacién de un
intermediario tipo el compuesto I de las enzimas como la HRP.

Si se parte de la suposicion que el sitio catalitico de las DNAzimas es
similar al de las enzimas peroxidasas, donde la formacién del compuesto I es
la clave de su actividad catalitica, podemos pensar que el buffer nitrogenado
podria estar favoreciendo la ruptura del enlace O-O que conduce a la

formacién de dicho compuesto. El nitrégeno del buffer podria estar actuando
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como ligando axial, favoreciendo la unién del perdéxido de hidrégeno (ligando
transitorio), y con ello, favoreciendo la actividad catalitica de la DNAzima,

con respecto a cuando se utilizan oxo-buffers.

3.6. Conclusiones

En este capitulo, pudimos ver que una secuencia especifica de ADN rica
en guaninas, puede formar un complejo con la porfirina hemina y que bajo
ciertas condiciones experimentales, este complejo presenta una robusta
actividad catalitica de tipo peroxidasa.

Como ya se menciond, la hemina presenta actividad catalitica por si sola,
pero al formar el complejo con el oligonucledtido rico en guaninas, su actividad
catalitica aument6 por lo menos 10 veces, dependiendo de las condiciones de
trabajo.

Se encontro que hay varios factores que influyen en la capacidad catalitica
de la DNAzima peroxidasa formada por el oligonucleétido DZ5T}3, siendo los
principales el pH, el tipo de buffer, el cosustrato reductor, la concentracion de
sales (cationes), la presencia de detergentes y la relaciéon molar entre la hemina
y el oligonucleétido. De todos ellos, la composicién del buffer, que incluye a
varios de ellos, parece ser lo mas relevante.

En cuanto a la naturaleza quimica del buffer, se pudo comprobar que con
el buffer Tris-HCI se obtuvieron mejores resultados que con el buffer fosfato
en un rango de pH 7-9, tal como fue reportado por Sen y col.[4] para la
DNAzima peroxidasa formada por el oligonucleétido PS2.M. Ellos observaron
que, con los buffers nitrogenados (exceptuando el imidazol), se obtenia una
mayor actividad catalitica que con los oxo-buffers, donde se producia una

inhibicién de la actividad catalitica[19],[35].
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En cuanto a los iones potasio, fundamentales para la estabilidad del
cuarteto de guaninas, no se pudo verificar que en ausencia de potasio el
cuarteto de guaninas no se formara. En las soluciones preparadas en ausencia
de potasio se observé actividad catalitica, lo que lleva a pensar que se
encontraban trazas de potasio en las soluciones, probablemente provenientes
del oligonucleétido liofilizado obtenido comercialmente. De todas maneras, se
pudo observar un incremento de la actividad catalitica peroxidasa para
concentraciones de KCI 1 mM o superiores, pero no observandose una
variacién en el rango de concentraciones estudiadas (1-100 mM). Teniendo en
cuenta que se trabajé con una concentracién de oligonucleétido de 1 pM, es
evidente que el potasio se encontraba en exceso. Como se puede ver en la
Figura 3.22 el potasio interacciona con los oxigenos de las guaninas en cada
plano del cuarteto de guaninas.

Si consideramos que la DNAzima peroxidasa estd formada por el
apilamiento de tres cuartetos, podemos suponer que por cada DNAzima
necesitamos 2 atomos de potasio. Con esto podemos asegurar que con 1 mM
de potasio estamos frente a un exceso con respecto a la concentracién de

oligonucledtido que era 1 nM.
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Figura 3.22- Estructura propuesta para la interaccion del cation con los cuartetos de

guaninas.
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Se pudo observar el efecto inactivador del peréxido de hidrégeno en la
actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa, de la misma manera que se
da en las enzimas peroxidasas como la HRP. Pero cabe senialar que en la
DNAzima peroxidasa esta inhibicion se dio a concentraciones de H.O» por lo
menos un orden de magnitud menor que con la enzima HRP. Esto se debe,
probablemente al entorno que rodea el sitio catalitico. En el caso de la enzima
HRP la hemina se encuentra protegida por el entorno proteico.

Se encontrd que la relaciéon molar oligonucletido/hemina (1:2) permitié
obtener la méaxima actividad catalitica para DNAzima peroxidasa en las
condiciones de trabajo, a pesar de que se pudo comprobar que la relacion
estequiométrica entre ellos es de (1:1). Esto puede deberse al efecto inhibitorio
que genera el H.O, mencionado previamente, llevando esto a requerir una
mayor cantidad de hemina para obtener la méaxima senal.

En cuanto a la formacion del complejo oligonucledétido-hemina se estudié
la dependencia de la velocidad de reacciéon con la concentracion de sustrato
(H202) y se obtuvo una respuesta que se pudo modelar utilizando la ecuacién
de Michaelis-Menten. Con lo cual se calcularon las constantes Ky y kea. Se
encontré que, para la DNAzima formada por el complejo entre el
oligonucledtido DZ5T; y la hemina, se obtuvo un valor de Ky menor al
obtenido para la DNAzima formada con el oligonucleétido PS2.M y hemina.
Esto nos indica que el oligonucledtido DZ5T; presenta mayor afinidad por la
hemina que el oligonucledtido PS2.M. El valor de ki, que representa el
namero de moléculas de sustrato convertidas en producto por unidad de
tiempo, fue menor para la DNAzima estudiada en esta tesis que para la
formada por el oligonucleétido PS2.M. Esto implica que, para una misma

concentracion de oligonucleétido, la velocidad maxima alcanzada por el
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complejo PS2.M-hemina serd mayor que para el complejo DZ5Ts-hemina, ya
que Viax = kear [E].

Se calculé la constante de disociacién (Kp) del complejo oligonucledtido-
hemina y se obtuvieron valores del mismo orden que los reportados en
bibliografia para experimentos donde se utilizé el mismo oligonucledtido o la
secuencia PS2.M.

Una vez que se estudiaron las condiciones 6ptimas de catalisis de la
DNAzima peroxidasa estudiada en esta tesis, se llevaron a cabo medidas
electroquimicas, obteniendo muy buenos resultados, comparables a los
obtenidos con las medidas 6pticas. Se probaron tres mediadores redox, y se
encontré que con el ABTS (el mismo cosustrato reductor utilizado para las
medidas 6pticas) se obtuvieron los mejores resultados.

Por otro lado, se llevaron a cabo ensayos de estabilidad de la DNAzima
peroxidasa utilizada en esta tesis, almacenada a distintas temperaturas (-20,
8 y 20°C) en oscuridad durante 50 dias. En todos los casos se observé una
disminucién de la actividad catalitica que fue desde un 10% a un 25% y estos
valores no variaron significativamente hasta los 50 dias de almacenamiento.
La DNAzima también fue liofilizada obteniéndose una pérdida de un 20 % de
su actividad al ser reconstituida por hidratacién. A pesar de la pérdida de
actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa con el almacenamiento a
distintas temperaturas y la liofilizacion, estos resultados demuestran la gran
estabilidad que esta presenta. Este tipo de experimentos son de gran utilidad
si se requiere utilizar la DNAzima peroxidasa en biosensores. Cabe destacar
que se deberia hacer un estudio més sistematico y exhaustivo ya que no hay

mucha informacioén sobre el tema.
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Finalmente, si comparamos la DNAzima peroxidasa con la enzima HRP
se puede afirmar que esta tltima presenta una superioridad catalitica sobre la
DNAzima peroxidasa, que se debe a millones de anos de evolucién frente a,
una molécula de ADN desarrollada in vitro en la década de 1990. A pesar de
esto, los &cidos nucleicos presentan un gran potencial como moléculas
cataliticas, ya que pueden llevarse a cabo modificaciones quimicas para seguir
mejorando su capacidad, presentan gran estabilidad y pueden sintetizarse
acopladas a otras moléculas de acidos nucleicos para sumar funcionalidades,

como se desarrollara en los siguientes capitulos de esta tesis.

3.7 Referencias

[1]  X. Zhou et al., “Studies of the activity of peroxidase-like DNAzyme by
modifying 3'- or 5'-end of aptamers,” Chem. Biodivers., vol. 9, no. 1,
pp- 170-180, 2012.

[2]  P. Travascio, a J. Bennet, D. Y. Wang, and D. Sen, “A ribozyme and
a catalytic DNA with peroxidase activity: active sites versus cofactor-
binding sites.,” Chem. Biol., vol. 6, no. 11, pp. 779-787, Nov. 1999.

[3]  A. Chaubey and B. D. Malhotra, “Mediated biosensors,” vol. 17, pp.
441-456, 2002.

[4]  P. Travascio, Y. Li, and D. Sen, “DNA-enhanced complex peroxidase
activity of a DNA aptamer-hemin,” Chem. Biol., vol. 5, no. 9, pp.
505-517, 1998.

[5]  P. Travascio, “DNA and RNA catalysts with peroxidase activity: an
invetigation into structure and mechanism,” Biochemistry, no. May,
2000.

6] J. Kosman and B. Juskowiak, “Peroxidase-mimicking DNAzymes for

114



Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

[10]

[11]

[12]

biosensing applications: a review.,” Anal. Chim. Acta, vol. 707, no. 1—
2, pp. 7-17, Nov. 2011.

Z. Zhou, Y. Du, and S. Dong, “DNA-Ag nanoclusters as fluorescence
probe for turn-on aptamer sensor of small molecules.,” Biosens.
Bioelectron., vol. 28, no. 1, pp. 33-7, Oct. 2011.

D.-M. Kong, J. Wu, N. Wang, W. Yang, and H.-X. Shen, “Peroxidase
activity-structure relationship of the intermolecular four-stranded G-
quadruplex-hemin complexes and their application in Hg2+ ion
detection.,” Talanta, vol. 80, no. 2, pp. 459-65, Dec. 2009.

P. Travascio, D. Sen, and A. J. Bennet, “DNA and RNA enzymes
with peroxidase activity — An investigation into the mechanism of
action,” Can. J. Chem., vol. 84, no. 4, pp. 613-619, 2006.

W. Li et al., “Insight into G-quadruplex-hemin DNAzyme/RNAzyme:
Adjacent adenine as the intramolecular species for remarkable
enhancement of enzymatic activity,” Nucleic Acids Res., vol. 44, no.
15, pp. 7373-7384, 2016.

D. Sen and W. Gilbert, “A sodium-potassium switch in the formation
of four-stranded G4-DNA,” Nature, vol. 344, no. 6265. pp. 410-414,
1990.

A. Cérdoba, N. Alasino, M. Asteasuain, I. Magario, and M. L.
Ferreira, “Mechanistic evaluation of hematin action as a horseradish
peroxidase biomimetic on the 4-aminoantipyrine/phenol oxidation
reaction,” Chem. Fng. Sci., vol. 129, pp. 249-259, 2015.

R. E. Childs and W. G. Bardsley, “The Steady-State Kinetics of
Peroxidase with 2,2’-Azino-di-(3-ethylbenzthiazoline- 6-sulphonic acid)

as Chromogen,” Biochem. J., vol. 145, pp. 93-103, 1975.

115



[14]

[16]

18]

[19]

[20]

[21]

D. Jancura, M. Antalik, and Z. Jurasekova, “Catalytic effects of silver
plasmonic nanoparticles on the redox reaction leading to ABTS +
formation studied using UV-visible and Raman spectroscopy t,” Phys.
Chem. Chem. Phys., vol. 18, pp. 26562-26571, 2016.

S. Scott, W. Chen, A. Bakac, and J. H. Espenson, “Spectroscopic
Parameters, Electrode Potential, Acid Ionization Constants, and
Alectron Exchange Rates of the ABTS Radicals and Ions,” J. Phys.
Chem., vol. 97, pp. 6710-6714, 1993.

E. Ferapontova and L. Gorton, “Effect of pH on direct electron
transfer in the system gold electrode-recombinant horseradish
peroxidase.,” Bioelectrochemistry, vol. 55, no. 1-2, pp. 83-7, Jan.
2002.

P. R. O. De Montellano, “Cat al ytic sites of hemoprotein
peroxidases,” Annu. Rev. Pharmacol. Tozicol., vol. 32, pp. 89-107,
1992.

G. I. Berglund, G. H. Carlsson, A. T. Smith, A. Henriksen, and J.
Hajdu, “The catalytic pathway of horseradish peroxidase at high
resolution,” vol. 417, no. May, pp. 463-468, 2002.

T. Beck, M. , Gopinath E., Bruice, “Influence of nitrogen base ligation
on the rate of reaction of [5,10,15,20-tetrakis(2,6-dimethyl-3-
sulfonatophenyl)porphinatoliron(Ill) hydrate with tert-BuOOH in
aqueous solution,” JACS, vol. 115, pp. 21-29, 1993.

P. R. Rich and M. Iwaki, “A Comparison of Catalytic Site
Intermediates of Cytochrome ¢ Oxidase and Peroxidases,” vol. 72, no.
10, pp. 1047-1055, 2007.

M. B. Arnao, M. Acosta, J. A. del Rio, and F. Garcia-Canovas,

116



Capitulo 3. Actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa

[22]

[26]

[27]

28]

“Inactivation of peroxidase by hydrogen peroxide and its protection
by a reductant agent,” Biochim. Biophys. Acta (BBA)/Protein
Struct. Mol., vol. 1038, no. 1, pp. 85—89, 1990.

S. Nakayama, J. Wang, and H. O. Sintim, “DNA-based peroxidation
catalyst-what is the exact role of topology on catalysis and is there a
special binding site for catalysis?,” Chem. - A Eur. J., vol. 17, no. 20,
pp. 5691-5698, 2011.

H. N. Torres, H. Carminatti, and C. E. Cardini, “Estructura de
porfirinas y metaloporfirinas,” Bioquimica Gen., pp. 265-272, 1983.
X. Yang, C. Fang, H. Mei, T. Chang, Z. Cao, and D. Shangguan,
“Characterization of G-quadruplex/hemin peroxidase: Substrate
specificity and inactivation kinetics,” Chem. - A Fur. .J., vol. 17, no.
51, pp. 14475-14484, 2011.

P. Travascio, P. K. Witting, a G. Mauk, and D. Sen, “The
peroxidase activity of a hemin--DNA oligonucleotide complex: free
radical damage to specific guanine bases of the DNA.,” J. Am. Chem.
Soc., vol. 123, no. 7, pp. 133748, Feb. 2001.

F. Violante-Mota, E. Tellechea, J. F. Moran, G. Sarath, and R.
Arredondo-Peter, “Analysis of peroxidase activity of rice (Oryza
sativa) recombinant hemoglobin 1: implications for in vivo function of
hexacoordinate non-symbiotic hemoglobins in plants.,”
Phytochemistry, vol. 71, no. 1, pp. 21-6, Jan. 2010.

7. Ming et al., “Studies of the Activity of Peroxidase-Like DNAzyme
by Modifying 3’ - or 5 ’ -End of Aptamers,” Chem. Biodivers., vol. 9,
pp. 170-180, 2012.

S. J. Sadeghi, G. Gilardi, and a E. Cass, “Mediated electrochemistry

117



[29]

[30]

31]

[35]

of peroxidases--effects of variations in protein and mediator
structures.,” Biosens. Bioelectron., vol. 12, no. 12, pp. 1191-8, Dec.
1997.

J. March, Advanced Organic Chemistry. Wiley-Intersciencel, 1992.

S. P. E. Ci, A. L. Is, and S. U. E. Pa, “Amperometric detection in
TMB / HRP-based assays,” pp. 297-302, 2005.

E. Williams, M. I. Pividori, a. Merkogi, R. J. Forster, and S. Alegret,
“Rapid electrochemical genosensor assay using a streptavidin carbon-
polymer biocomposite electrode,” Biosens. Bioelectron., vol. 19, no. 3,
pp- 165-175, Nov. 2003.

L. Rey and J. May, Freeze Drying/Lyophilization of Pharmaceutical
and Biological Products, vol. 206, no. 3. 2006.

L. Banci, “Structural properties of peroxidases.,” J. Biotechnol., vol.
53, no. 2-3, pp. 253-63, Mar. 1997.

Ferreira G.C., K. M. Kadish, S. K. M., and R. Guilard, Eds.,
Handbook of Porphyrin Science. World Scientific Publishing Co. Pte.
Ltd., 2014.

P. Jones and a Suggett, “The catalase-hydrogen peroxide system. A
theoretical appraisal of the mechanism of catalase action.,” Biochem.

J., vol. 110, pp. 621-629, 1968.

118



DNAzima como marcador:
Deteccion E. coli verotoxigénica

productora de toxina Shiga 1




Contentdos del capitulo

4.1, INETOAUCCION cevviniiiiieiiie ettt et e e e e 121
4.2. Diseno de la secuencia oligonucleotidica sensora........ccccceeeeeeeeenecee. 123
4.3, RESUIEAAOS «.ueiiiiiiiiii i 127
4.3.1. Resultados preliminares.........oo.vveiiiiiiiiiniiiiiiciiecece e 127
4.3.2. Efecto de la fuerza ionica........ccooeevviveiiiiiiiiiieeiie e 130
4.3.3. Respuesta obtenida con las diferentes construcciones................ 132
4.3.4. Relacién hemina: oligonucledtido.......cooeuuiiiiiiiiiiiiiiiiin, 135
4.3.5 Optimizacion del protocolo del ensayo .......ccceeevveveiiieviiiniininenn. 136
4.3.5.1. Tiempos de incubacion ..........coeeeviiiiiiiiiiiiiniiiiiniie e, 136
4.3.5.2. Puesta a punto del protocolo de ensayo......cc.c.ccevuveevvnveinnnnnnnn. 137
4.3.6. Curva de calibracion...........ueeeiiiieeiiineeiie e 140
4.3.7. Calculo del limite de deteccion .......ooevvveveviiiniiiiineiiiieeeeeeciee, 141
4.3.8. Ensayo de especificidad .........oooeeiiiiiiiiiiiiii 142
Ao, DISCUSION cevuniiiiieiiie ettt et eee et e et e et e etieeeaaaeeaatnesaseneennnns 143
4.5 CONCIUSIONES «.evviniiiiieiiie ettt et et eetie e et e e e et e e eaaeeeaenes 144
4.6. REfEIenCias. .....uueeiiiiiiieeeiiiie e 146

120



Capitulo 4. DNAzima como marcador: Deteccién E. coli verotoxigénica

4.1. Introduccién

El objetivo de este capitulo es el desarrollo de una estrategia modelo que
permita determinar si un microorganismo patogeno esta o no presente en una
muestra, utilizando la DNAzima peroxidasa como marcador. Para alcanzar
este objetivo, se disend un sistema del tipo “switch-on”[1], es decir, un sistema,
donde se genere una senal cuando el gen blanco a detectar esté presente en la
muestra. Para ello se utilizdé una secuencia especifica correspondiente al ADN
del patégeno a estudiar, y como marcador de dicho evento la DNAzima
peroxidasa formada por el oligonucle6tido DZ5T3 y hemina.

La region especifica y bien identificada sobre la cual se dirige el sensor es
conocida como “gen diana” o “gen blanco” y tiene la particularidad de ser una
region altamente conservada del gen que se quiere detectar.

Como sistema modelo y con el fin de desarrollar una aplicacion de interés
clinico, se utilizé6 una secuencia complementaria a un gen blanco de
FEscherichia coli verotoxigénica productora de toxina Shiga 1[2].

La bacteria Escherichia coli coloniza el tracto intestinal de los seres

humanos y coexiste en una relacién de mutuo beneficio a lo largo de la vidal[3].
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La mayoria de las cepas de F.coli son inofensivas. Sin embargo, existen cepas
patogénicas que pueden causar graves enfermedades. Las cepas patogénicas se
han dividido en dos grandes grupos, las cepas productoras de diarrea (DEC)
y las cepas extraintestinales (ExPEC) que producen mayormente infeccién
urinaria y meningitis en recién nacidos.

Dentro de las cepas productoras de diarrea se han identificado 6
patotipos: FEscherichia coli enteropatégena (EPEC), FEscherichia coli
enterohemorragica, verotoxigénica o productora de toxina Shiga
(EHEC/VTEC/STEC),  Escherichia  coli  enterotoxigénica (ETEC),
FEscherichia coli enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli enteroinvasiva
(EIEC) y Escherichia coli difusamente adherente (DAEC).

En el patotipo STEC o VTEC la patogénesis esta dada por la presencia
de la toxina Shiga (stx) también conocida como verotoxina (VT). Estas
citotoxinas inhiben la sintesis de proteinas en las células. Las toxinas Shiga
de E. coli se encuentran en dos formas tipicas: stx1 y stx2.

Se han identificado mas de 50 serotipos de FEscherichia coli productores
de la toxina Shiga en humanos, dentro de los cuales los serotipos mas
virulentos son O157:H7, O141:H4, O103:H2, O121:H19, O26:H1 entre otros[4].
Estos serotipos son agentes etiolégicos de la diarrea sanguinolenta y el
sindrome urémico hemolitico asociado a la diarrea (SUH). Los sintomas
clinicos del SUH pueden incluir diarrea acuosa o hemorragica, purpura
trombocitopénica trombética, secuelas neurolégicas y muerte[5].

La principal via de transmision de la FEscherichia coli productora de
toxina Shiga es el consumo de agua o alimentos contaminados con la bacteria,
por lo que esta cepa es considerada uno de los patdégenos mas relevantes en

las infecciones transmitidas por alimentos, por ejemplo, a través de carnes,
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leche, derivados no pasteurizados o agua de consumo. La transmision persona
a persona, por la ruta fecal-oral, es también muy importante especialmente en
comunidades cerradas como guarderias, hogares de ancianos y escuelas.

La primera infeccion por STEC fue identificada por Riley y col. en 1982
cuya cepa correspondié al serotipo O157:H7. Desde entonces, este serotipo ha
sido asociado a numerosos brotes en distintas regiones del mundo.

La detecciéon de STEC a partir de muestras clinicas y de alimentos se
puede realizar por aislamiento y caracterizacion de la cepa patdogena mediante
técnicas microbiolégicos, deteccion de toxina Shiga libre, deteccion de
anticuerpos en sangre y deteccion de genes stx1 y stx2 por PCRI[6] o qPCR
[7]. Existen inmunoensayos que permiten la deteccién directa de las toxinas
stx1 y stx2 en muestras de heces o en cultivos fecales enriquecidos con caldo
(Meridian Bioscience, TECRA Diagnostics Biokits) o detecciéon de anticuerpos
en suero (Chemtest). En cuanto a los métodos de diagndstico rapidos de
STEC, se han desarrollado ensayos de inmunocromatografia (lateral flow
immunoassay) para detectar distintos serotipos a partir de muestras de heces
enriquecidas en caldo (Meridian Bioscience, Coris Bioconcept), muestras

alimenticias y ambientales (Milipore) o anticuerpos en suero (Chemstest).

4.2. Diseno de la secuencia oligonucleotidica sensora

Para el diseno de la secuencia oligonucleotidica de ADN se pens6 en una
construccién formada por al menos dos regiones. Una region complementaria
al gen blanco a detectar (elemento de reconocimiento) y otra regién compuesta
por el oligonucleétido DZ5Ts, que forma la DNAzima peroxidasa cuando

interacciona con hemina (elemento que genera la senal).
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Esta secuencia sensora se disené con una estructura tipo horquilla o stem-
loop, como se muestra en la Figura 4.1.

Esta estructura permiti6 ubicar la secuencia del oligonucle6tido DZ5T; en
la zona del tallo de la horquilla, es decir donde el ADN presente hibridacién
intramolecular y la DNAzima no pueda formarse. Por otro lado, la zona de
la secuencia complementaria al gen blanco a detectar, que seria la secuencia

de captura, se ubicé en el bucle de la horquilla.

[ Reconocimiento ]

Secuencia complementaria
al blanco

Secuencia que l'>1oquoa.\; Secuencia que formara

la formacién de la la DNAzima

DNAzima

Figura 4.1- Representacion esquemaética de la horquilla,

donde se indican las distintas regiones funcionales.

La secuencia blanco a detectar corresponde a una regién especifica de un
gen de E. coli verotoxigénica productora de toxina Shiga I. Esta secuencia de
30-mer  (5"-ACAACACTGGATGATCTCAGTGGGCGTTCT-3") fue
obtenida de un trabajo publicado por Watterworth et al.[2]. En particular,
corresponde a genes de toxina Shiga [ subunidad A y subunidad B. En dicho

trabajo desarrollaron un ensayo para detectar multiples factores de virulencia
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de E. Coli mediante PCR (stx1, stx2, st, it, eaf, TAL).

Otros autores[5],[6], también han reportado secuencias especificas para
detectar estos factores de virulencia de E. Coli. En esta tesis se eligi6 trabajar
con las secuencias obtenidas por Watterworth, porque éste realizé un estudio
mucho méas exahustivo de especificidad para los distintos factores de virulencia
de E. Coli.

El principio de funcionamiento de este ensayo se muestra en la Figura
4.2, este se basa en que la horquilla se encuentre plegada y en presencia de la
secuencia blanco se produzca un cambio de conformaciéon al producirse la
hibridaciéon con dicha secuencia complementaria (blanco). Este evento de
reconocimiento molecular produce que la horquilla se abra, dejando libre la
secuencia del oligonucledtido DZ5T; para formar la DNAzima peroxidasa. De
esta manera, la DNAzima peroxidasa puede generar una senal al oxidar un

cosustrato reductor en presencia de perdxido de hidrégeno.

H,0, + 2H'

/
2H,0 ‘

Secuencia
blanco ’ 3
VA S A DNAzima

activa

ot

v

HIRRRAREREND

K+ Hemina

37
Horquilla

ot

Figura 4.2- Representacion esquematica del principio de funcionamiento: la horquilla
se abre al encontrarse con su secuencia complementaria permitiendo que se forme la
DNAzima peroxidasa (forma activa) y se genere una sefial.
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Se disenaron cuatro construcciones oligonucleotidicas conformadas por la
secuencia complementaria a la secuencia blanco (Watterworth et al.) y el
oligonucledtido DZ5Ts (que forma la DNAzima peroxidasa), un separador
constituido por timinas (dTTP) y por ultimo una secuencia bloqueante, que
es complementaria a parte de la secuencia del oligonucle6tido DZ5T; (para
que la DNAzima peroxidasa se encuentre en estado inactivo).

En la tabla 4.1 se muestran las secuencias de los oligonuclettidos
propuestos como secuencia de captura, denominados H-I, H-II, H-III y H-IV

(donde H significa horquilla).

Tabla 4.1-Secuencias de oligonucleétidos utilizados en las distintas construcciones.

Construccién Secuencia (5°a 37)

H-I TTTGGGTAGGGCGGGTTGGGTTTTTTAGAACGCCCACTGA
GATCATCCAGTGTTGTCCCAACCC

H-II TACCCAAAAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTGTTGTTITTTG
GGTAGGGCGGGTTGGG

H-III CCCAACCCAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTGTTGTTTTTG
GGTAGGGCGGGTTGGG

H-IV CCGCCCTAAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTGTTGTTTTTG

GGTAGGGCGGGTTGGG

Negrita: secuencia de DZ5T3; Gris: secuencia complementaria al blanco; Subrayado: secuencia

que bloquea el oligonucledtido DZ5T;.

En todos los casos, la secuencia complementaria al blanco se ubico en la
region del bucle de la horquilla y la longitud del tallo fue de ocho bases. En
las distintas construcciones oligonucleotidicas lo que se vari6 fue la zona
bloqueada de la secuencia de la DNAzima y la ubicacion de la secuencia DZ5Ts
en el extremo 5’ o 3.

La longitud del tallo se eligioé teniendo en cuenta que la estabilidad de las
horquillas de acidos nucleicos depende principalmente del largo del tallo y de

la naturaleza de las bases que éste contenga (los pares C-G son mas fuertes
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que los pares A-T, porque los primeros presentan tres interacciones puente
hidrégeno y los segundos dos). Si la horquilla tuviera un tallo muy corto, por
ejemplo, menor a cuatro bases, seria mas inestable y tenderia a abrirse. Por
el contrario, si el tallo fuera muy extenso, mayor a 12 bases la horquilla seria
muy estable y tenderia a estar en forma cerrada.

En el caso de la construcciéon H-I, la secuencia DZ5T; se ubicé en el
extremo 5’ de la zona de captura y se bloquearon las 1iltimas ocho bases de la
secuencia DZ5T3 del extremo 3’. En los demés casos la secuencia DZ5Ts se
ubico en el extremo 3’ de la secuencia de captura y se bloquearon distintas
zonas de la secuencia DZ5Ts pero siempre desde el extremo 5.

Cabe destacar que se pueden encontrar otras zonas de complementariedad
de bases en las secuencias oligonucleotidicas planteadas, ademas de la zona
complementaria a la secuencia de la DNAzima peroxidasa (zona de bloqueo).

Una vez diseniadas las construcciones oligonucleotidicas se evalué cual era
la construccién méas adecuada y se optimizé el protocolo. Finalmente se realizé
una curva de calibracién para la deteccién de la secuencia blanco de F. coli

verotoxigénica, llevando a cabo medidas 6pticas y electroquimicas.

4.3. Resultados

4.3.1. Resultados preliminares

En una primera instancia se determiné la senal de fondo generada por
cada construcciéon en ausencia de secuencia blanco, midiendo la actividad
catalitica de la DNAzima peroxidasa contenida en la horquilla. Esto nos
permitié determinar si la DNAzima peroxidasa se encontraba o no bloqueada
en ausencia de dicha secuencia blanco. Estas determinaciones se contrastaron

con lo obtenido para cada construccion en presencia de cantidades equimolares
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de secuencia blanco. Todas las determinaciones se llevaron a cabo en las
condiciones experimentales optimizadas para medir la actividad catalitica de
la DNAzima peroxidasa presentadas en el capitulo precedente.

Para llevar a cabo estos experimentos se prepararon soluciones stock 100
M de las cuatro construcciones y de la secuencia blanco en buffer TE pH 8.
Luego se llevaron a cabo diluciones en buffer Tris-HC1 25 mM pH 8, KCI 20
mM, Tritén X-100 0,05%, segun lo descripto en el Capitulo de Materiales y
Métodos. Se mezclaron alicuotas de cada construccion oligonucleotidica con
la secuencia blanco a detectar, de manera que la concentracion final de ambas
sea 0.5 nM. La mezcla se incubo durante 90 minutos a 57°C para permitir la
hibridacién de las secuencias complementarias. Finalmente se agregd la
hemina (concentracion final 1pM) y se incubé por otros 30 minutos a 25°C,
para permitir que se forme la DNAzima peroxidasa. Este procedimiento se
llevé a cabo de la misma manera con las distintas construcciones
oligonucleotidicas en ausencia de secuencia blanco.

La medicién de la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa de cada
construcciéon oligonucleotidica se llevd a cabo mediante la determinacion de la
absorbancia a 420 nm generada por el producto de oxidacion del ABTS 3.4
mM a los tres minutos de iniciada la reaccién catalitica con H2O2 1TmM.

En la tabla 4.2 se muestra el cambio de absorbancia relativa (A.d)
porcentual dada por la siguiente ecuacion:

ecuacion 4.1

Arel — AH+sec.blanco—AH * 100
Ay

Donde:-Anseebianco €8 la absorbancia generada por la actividad catalitica de la
DNAzima peroxidasa en la horquilla, en presencia de secuencia blanco.
-An es la absorbancia generada por la actividad catalitica de la DNAzima

peroxidasa en la horquilla.
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Como se puede observar en la tabla 4.2, 1a senal generada por la DNAzima
(en la horquilla) en presencia de la secuencia blanco cambia respecto a la senal

de fondo en el mejor de los casos en un 54%.

Tabla 4.2- Cambio de absorbancia relativa porcentual para las distintas

construcciones oligonucleotidicas.

Construccion oligonucleotidica A (%)
H-I 1.1
H-IT 9.5
H-TII 25.0
H-TV 54.0

Con estos resultados no es posible pensar la horquilla como una secuencia
sensora, ya que la DNAzima se forma en ausencia de secuencia blanco en un

porcentaje elevado.

Los acidos nucleicos con estructura tipo horquilla pueden encontrarse en
dos estados: en forma de horquilla o random coil (conformacién de un polimero
donde los mondémeros estan orientados en forma aleatoria). En el caso
particular de la horquilla disenada en este trabajo, esta incluye la secuencia
de la DNAzima peroxidasa, con lo cual hay varios equilibrios estructurales
involucrados.

Por ello, todo indicaria que en las condiciones experimentales utilizadas
el equilibrio entre el oligonucleétido plegado en una estructura tipo horquilla
y random coil con formacién de la DNAzima peroxidasa, no estaba desplazado

hacia la izquierda como se esperaba (Figura 4.3).
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Figura 4.3- Esquema de equilibrio entre el
oligonucledtido plegado en una estructura tipo horquilla
y random coil con formacion de la DNAzima peroxidasa.

Como ya se mencioné en la introduccion de la tesis, los acidos nucleicos
estan cargados negativamente a lo largo de todo su esqueleto ribosa-fosfato a
pH>3. La presencia de iones metalicos como sodio y magnesio, permiten
neutralizar las cargas negativas, reduciendo asi la repulsioén entre los fosfatos,
de modo que las moléculas puedan plegarse en estructuras compactas[10] [11].
Con lo cual, la presencia de estas sales podria favorecer que, en ausencia de
secuencia blanco, el equilibrio se desplace hacia la horquilla, minimizando la
senial de fondo debida a la formacién de la DNAzima peroxidasa en ausencia
de secuencia blanco.

Por estos motivos se continué estudiando el efecto de la fuerza idénica en

el plegamiento de los oligonucle6tidos utilizados.

4.3.2. Efecto de la fuerza iénica

Con el fin de estudiar el efecto de la fuerza idnica se llevaron a cabo
mediciones de la actividad catalitica de la DNAzima en la horquilla
aumentando la fuerza iénica con NaCl. Se prepararon soluciones de la

construcciéon H-IV en ausencia y presencia de secuencia blanco, ambos
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oligonucledtidos 0.5 pM en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8 y el KCl 20 mM,
Triton X-100 y diferentes concentraciones de NaCl. Se midié la absorbancia
a 420 nm, utilizando ABTS 3.4 mM y H2O> 1 mM.

Se calculé nuevamente el cambio de absorbancia relativa porcentual para
la construccion H-TIV en presencia de cantidades equimolares de secuencia

blanco, para las diferentes concentraciones de NaCl (Tabla 4.3).

Tabla 4.3- Cambio de absorbancia relativa porcentual para la secuencia H-IV
en funcién de la concentracion de NaCl.

Concentracién de NaCl (mM) A (%)
0 54
50 198
100 259
150 255
200 404

En la Figura 4.4 se puede observar como va aumentando esta relacion de
cambio, siendo la absorbancia obtenida por la muestra cada vez mayor
respecto a la senal de fondo.

A pesar de que se pudo disminuir la senal generada por la DNAzima en
ausencia de secuencia blanco, esta no fue nula. Para calcular el porcentaje de
la DNAzima “activa” en la horquilla en ausencia de secuencia blanco, se
compard la absorbancia generada por esta ultima con la de la DNAzima
peroxidasa libre.

Se prepararon soluciones de la construccion H-IV y la DNAzima
peroxidasa ambas 0.5 pM (con hemina 1 pM) en buffer Tris-HCl 25 mM pH
8, KC1 20mM, Tritén X-100 0.05%, NaCl 200 mM. Luego de 30 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 420 nm debido

al producto de oxidaciéon del ABTS 3.4 mM en presencia de H.O, 1mM. En
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cada caso se restd la absorbancia generada por la hemina en la misma
concentracién (1pM) usada para formar la DNAzima peroxidasa.
El porcentaje de DNAzima activa se determiné como:

Ap illa—Ahemi .z
s e %100 ecuacion 4.2

% DNAzima activa =

ApNAzima—Ahemina

Donde:

-Anorquina €8 la absorbancia de la DNAzima en la horquilla 0.5 pM.
-Apxazima €s la absorbancia de la DNAzima libre 0.5 pM.

-Apemina €s la absorbancia de la hemina 1 pM.

Se calculd que en estas condiciones aproximadamente un 13% de la
horquilla se abre y forma la DNAzima peroxidasa en ausencia de secuencia

blanco.

4.3.3. Respuesta obtenida con las diferentes construcciones

Se realizaron medidas de actividad catalitica para las cuatro
construcciones oligonucleotidicas en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de secuencia blanco (ver Capitulo Materiales y Métodos).

En la Figura 4.4 se muestran las curvas obtenidas de absorbancia en
funciéon de la concentraciéon de secuencia blanco para las distintas
construcciones oligonucleotidicas.

Como se puede observar, las construcciones H-TT, H-IIT y H-TV mostraron
una respuesta aceptable, mientras que la construcciéon H-I tuvo una respuesta
mucho menor. Esto ultimo puede explicarse si tenemos en cuenta lo publicado
por Zhou y col[12], descripto en la introduccion de esta tesis. En dicho trabajo
concluyen que las modificaciones en la secuencia de la DNAzima peroxidasa

en el extremo 3’ producen una disminucion de la capacidad catalitica
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comparada con casos en los que el extremo 3’ se encontraba libre.

En la

construcciéon H-T el extremo 3’ correspondiente a la secuencia que formard la

DNAzima no se encuentra libre, sino que esta adosado a la secuencia de

captura del blanco.
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Figura 4.4- Curvas de absorbancia en funcién de la concentraciéon de secuencia
blanco para las construcciones H-I (a), H-II (b), H-III (c¢) y H-IV (d), todas en
concentracién 0.5 pM en buffer tris-HCI 25 mM pH 8, KCI 20 mM, NaCl 200 mM y
tritén X-100 0.05%, ABTS 3.4 mM e iniciando la reaccién catalitica con H,O, 1 mM.

Determinaciones por triplicado.

Se realizé un ajuste lineal de las curvas en el rango de concentraciéon 0 a

0.5 nM de secuencia blanco. Con ello se calculé la sensibilidad (pendiente de

la curva) y la sefial de fondo (ordenada al origen) para cada construccién,

como se muestra en la tabla 4.4. Se puede observar que la construccion H-IV
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es la que presenté mayor sensibilidad, aunque también la mayor senal de

fondo.

Tabla 4.4- Sensibilidad y sefial de fondo obtenidas para las distintas construcciones

oligonucleotidicas.
Construccién oligonucleotidica Sensibilidad (uM™) Senal de fondo (uM)
H-I 0.07 £0.02 0.045 +0.004
H-II 0.19 £+0.03 0.049 £0.008
H-III 0.22 £0.02 0.048 £0.005
H-1IV 0.36 +£0.01 0.055 £0.002

En la Figura 4.5 se compara la absorbancia debido a la actividad catalitica
de la DNAzima peroxidasa en cada construccion en presencia de cantidades
equimolares de secuencia blanco (0.5 uM). También se muestra el valor de
absorbancia en ausencia de secuencia blanco en cada caso y el valor para la
hemina libre. En este grafico se puede ver también que la construccion H-IV
es la mas adecuada para llevar a cabo la deteccion de la secuencia blanco a

pesar de tener la mayor senal de fondo.

0,14

iR

Hemina H-I H-I1 H-III H-IV

Absorbancia a 420 nm

Figura 4.5- Comparacién de valores de absorbancia a 420 nm para hemina 1pM
(gris), construcciones H-I, H-IT, H-IIT y H-IV 0.5 pM todos con hemina 1 pM, en ausencia
(rosa) y presencia de 0.5 pM de secuencia blanco (violeta), en buffer Tris-HCI 25 mM
pHS8, KCI 20 mM, Tritén X-100 0.05%, NaCl 200 mM, ABTS 3.4 mM y H,O, 1 mM.
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Con estos resultados se decidié seleccionar la construccion H-IV para
la estrategia de deteccién de toxina Shiga I producida por Escherichia coli

verotoxigénica.

4.3.4. Relacion hemina: oligonucleétido

En el capitulo 3 se habia estudiado la relacién Optima
hemina:oligonucle6étido para obtener la mejor actividad catalitica de la
DNAzima peroxidasa. En esta seccién se evalud cual era esa relacion para la
DNAzima peroxidasa contenida en la construccion H-IV.

Para ello se llevaron a cabo determinaciones de actividad catalitica de la
DNAzima peroxidasa en la construccion H-IV preparada con diferentes
relaciones molares hemina/oligonucleétido (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 y 3), tanto en
ausencia como en presencia de secuencia blanco (ver Capitulo Materiales y

Métodos). En la Figura 4.6 se muestran los resultados obtenidos.
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Relacion hemina:oligonucledtido

Figura 4.6- Absorbancia corregida a 420 nm a los 3 minutos de iniciada la reaccién
catalitica para la construccién H-IV 0.5 ntM preparada con diferentes relaciones
hemina/oligonucleétido, en presencia de 0.5 uM de secuencia blanco. Medidas en buffer
Tris-HC1 pH 8 25 mM, KC1 20 mM, Tritén X-100 0.05%, NaCl 200 mM, ABTS 3.4 mM y
H,O, 1 mM.
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Se puede observar que la relacién 6ptima hemina/oligonucledtido fue
de 2, coincidiendo este valor con lo obtenido en el capitulo III para el

oligonucledtido DZ5T3 que forma la DNAzima peroxidasa.

4.3.5 Optimizacion del protocolo del ensayo

Una vez seleccionada la construcciéon maéas adecuada para detectar la
secuencia blanco en estudio, se llevo a cabo la optimizaciéon del ensayo.

En general, para el desarrollo de sensores se busca llegar a un protocolo
de ensayo lo mas simple posible, donde se minimice la preparacion de la
muestra, el tiempo de incubacién, los pasos requeridos para el ensayo y
finalmente todo lo involucrado en el proceso de medicion.

En relacién a esto, primero se probaron distintos tiempos de incubacion
de la horquilla con la secuencia blanco. En una segunda instancia, se evalué
la posibilidad de realizar el ensayo en un solo paso, para minimizar la

manipulacion.

4.3.5.1. Tiempos de incubacion

Segun datos bibliograficos, los tiempos de incubacién reportados para
permitir la hibridacién entre dos hebras, como en este trabajo de estructuras
tipo horquilla con una secuencia complementaria, van entre 60 y 90 minutos
[13], [14]. Intentando minimizar estos tiempos se llevé a cabo el ensayo con
diferentes tiempos de incubacion.

Para ello, se llevé a cabo el procedimiento de la misma manera que en el
punto 4.3.1 (excepto tiempos de incubacién), utilizando la construcciéon H-IV
y la secuencia blanco ambas en concentraciéon 0,5 pM (hemina 1 pM). Se

prepararon cuatro tubos por triplicado, los cuales fueron incubados a 57° C
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durante 15, 30, 60 y 90 minutos, respectivamente. Luego de cada tiempo de
incubacion se agregd hemina y se dejo reaccionar durante 30 minutos para
permitir que se forme la DNAzima peroxidasa (ver Capitulo Materiales y
Métodos). Se llevaron a cabo medidas de absorbancia a 420 nm
correspondientes al producto de oxidacion del ABTS a los 3 minutos de
iniciada la reaccién con H.O» 1 mM.

Como se puede observar en la Figura 4.7, una incubacion de 30 minutos
fue suficiente para permitir la hibridacion entre las dos secuencias utilizadas
en este trabajo y no es necesario incubar por tiempos mas largos. Con lo cual,
se redujo el tiempo de incubacién de la horquilla con la secuencia blanco de

90 a 30 minutos.
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Figura 4.7-Absorbancia a 420 nm y 3 minutos de reaccién para distintos tiempos de

incubacién de H-IV 0.5 pM, hemina 1 pM, en ausencia de secuencia blanco (rosa) y

presencia de 1pM de secuencia blanco (violeta), en buffer Tris-HC1 pH8 25 mM, KCl
20mM, Tritén X-100 0.05%, NaCl 200 mM, ABTS 3.4 mM y H,O, 1 mM.

4.3.5.2. Puesta a punto del protocolo de ensayo
En esta seccion se estudié la posibilidad de llevar a cabo el ensayo en una

menor cantidad de pasos con respecto a lo realizado en las secciones anteriores.
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En bibliografia se encontraron trabajos en los que se detectan secuencias
especificas de ADN con horquillas, realizando el ensayo en dos pasos[7],[9],[10].
En un primer paso se produce la hibridacién de las secuencias de ADN
complementarias y luego se agrega la hemina para permitir que se forme la
DNAzima peroxidasa.

En la Figura 4.8 se muestran los diagramas de flujo para las cinco
variantes del protocolo que se probaron. Todos los experimentos se llevaron a

cabo con la construcciéon H-IV (ver Capitulo Materiales y Métodos).
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Figura 4.8- Diagrama de flujo del protocolo de ensayo llevado a cabo de diferentes
maneras. Partiendo de la mezcla sin desnaturalizar(A) y con desnaturalizacién previa a
95°C (B). Partiendo de las soluciones de horquilla previamente de desnaturalizadas y
agregado de hemina (C), agregado de hemina a la mezcla horquilla/sec. blanco después
de la hibridacién sin desnaturalizacién (D) y con desnaturalizacién previa (E).
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En la tabla 4.5 se muestra el cambio de absorbancia relativa porcentual

(ecuacién 4.1) obtenida con cada protocolo de ensayo.

Tabla 4.5- Cambio de absorbancia relativa porcentual

Ensayo At (%)
A 110
B 240
C 210
D 420
E 490

Con el ensayo en un paso, caso A (sin desnaturalizacién) y B (con
desnaturalizacién), no se obtuvo una buena relacién entre la absorbancia
generada por la construccion H-IV en presencia de secuencia blanco con
respecto a la senal de fondo. A su vez si comparamos entre estos se puede
observar que la desnaturalizacion de la muestra a 95°C mejord la respuesta
en el caso B con respecto al A.

En el caso C, se agreg6 la hemina después de la desnaturalizacién de los
oligonucleétidos, pero nuevamente la senal de fondo fue elevada con respecto
a la generada por la construccion H-IV en presencia de secuencia blanco.

Los mejores resultados se obtuvieron realizando el ensayo en varios pasos
(caso D y E), agregando la hemina después de la incubacién de la construccién
H-IV con la secuencia blanco para permitir la hibridacién de las secuencias
complementarias. Nuevamente se observé un mejor resultado cuando los
oligonucledtidos fueron desnaturalizados previamente a 95°C como es el caso
de ensayo E.

Estos resultados llevan a concluir que es necesario llevar a cabo el ensayo

en varios pasos para no perder sensibilidad.
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En la Figura 4.10 se muestra el esquema de realizacion del ensayo, con
las distintas rampas de temperatura y tiempos de cada etapa optimizados. Se

puede observar que el tiempo total del ensayo es de 80 minutos.
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Figura 4.10- Esquema de realizacion del ensayo.

4.3.6. Curva de calibracién

Se realizé la curva de calibracion con la construccion H-IV 0.5 pM y
hemina 1.0 pM en presencia de distintas concentraciones de secuencia blanco
en el rango 0.025-1 pM. Estas determinaciones se llevaron a cabo éptica y
electroquimicamente, utilizando ABTS como cosustrato reductor en ambos
casos. Para las medidas con deteccion 6ptica se midié la absorbancia a 420
nm a los 3 minutos de iniciada la reacciéon catalitica con HoO» 1 mM. Para las
medidas electroquimicas se realiz6 una medida amperométrica a 0 mV
(ABTS) y se midié la densidad de corriente a los 3 minutos de iniciada la

reaccion catalitica con HoO- 1 mM debida a la reduccion en el electrodo del
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cation radical ABTS™.

En la Figura 4.11 se muestran las curvas de calibrado obtenidas con
ambos métodos de deteccion. Se puede observar en ambos casos una respuesta
lineal a concentraciones bajas de secuencia blanco, mientras que a

concentraciones mayores a 0.5 pM se observé una meseta.
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Figura 4.11- Respuesta en funcién de la concentracién de secuencia blanco, para la
deteccién éptica (a) y amperométrica (b). Para H-IV 0.5 pM (hemina 1 uM) y secuencia
blanco 0.025-1 pM en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8, KCI1 20 mM, NaCl 200 mM, Tritén

X-100 0.05%, ABTS 3.4 mM y H,O, 1 mM. Determinaciones por triplicado.

4.3.7. Calculo del limite de deteccion

Se calcul6 el limite de deteccién de las determinaciones, como tres veces
la desviacién esténdar del blanco (construcciéon H-IV+ Hemina) dividido la
pendiente de la curva de calibracién (Figura 4.11), la cual fue tomada en la
zona lineal[17]. Para la construccién H-IV, los limites de deteccién estimados
6ptica y electroquimicamente fueron 174 nM y 144 nM respectivamente.

Estos resultados muestran que el limite de detecciéon obtenido tanto
optica como electroquimicamente son del mismo orden. Una ventaja del uso
de los métodos electroquimicos para el desarrollo de biosensores, mas alla de

su alta sensibilidad, radica en que el equipamiento utilizado puede ser
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miniaturizado. Sumado a esto la utilizacién de celdas electroquimicas con
electrodos serigrafiados, descartables y de bajo costo, los cuales requieren unos
pocos microlitros de solucién resultan muy atractivos para el desarrollo de

biosensores.

4.3.8. Ensayo de especificidad

Para determinar la especificidad de la construccién oligonucleotidica H-
IV en la deteccién de la secuencia de Escherichia coli verotoxigénica toxina
Shiga I (STX1), se realizaron experimentos utilizando secuencias
correspondientes a otros patogenos de E. coli[2]: verotoxigénica toxina Shiga
IT (stx2), enterotoxigénica (gen de toxina termolébil, IT), enterotoxigénica,
(gen de toxina resistente al calor, ST), enteropatogénica (gen factor adherente,
EAF), enteroinvasiva (plasmido invasivo, IAL). En la tabla 4.6 se describen
las secuencias de los oligonucledtidos utilizados.

El ensayo de especificidad se llevd a cabo mediante determinaciones
electroquimicas, realizando la metodologia de ensayo segun lo descripto

previamente (ver Capitulo Materiales y Métodos).

Tabla 4.6- Secuencias de patégenos de E. coli utilizadas

Patégenos Secuencia (5" a 3’)

Stx2 GCGTTCTGTTCGCGCCGTGAATGAAG

IT AGCGGCGCAACATTTCAGGTCGAAGTCC

ST ATCAGAAAATATGAACAACACATTTTACTGCTGTGAAC
EAF CGGCGCTGGTGATTTCGGGTTCGTCA

TAL CTTATGTTCAAGGAAATAATTGTTGGCCTCCTTCTC

En la Figura 4.12 se muestran los valores de densidad de corriente
promedio obtenidos para la construccién H-IV en ausencia y en presencia de

cada una de las secuencias de los distintos patégenos de E. coli estudiados.
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Como se puede observar cuando la secuencia blanco fue la stx1 (estudiada en
este trabajo) se obtuvo un buen valor de densidad de corriente, mientras que
con las secuencias correspondientes a los otros patogenos este valor fue similar
a la senal de fondo, es decir a la generada por la construcciéon H-IV en ausencia
de secuencia blanco.
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Figura 4.12- Densidad de corriente medida para las diferentes secuencias de E. coli
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patégenas 0.5 pM, empleando la construccién H-IV 0.5 pM (hemina 1 pM). En buffer
Tris-HC1 25 mM pH 8, KC1 20 mM, NaCl 200 mM, Tritén X-100 0.05%, ABTS 3.4 mM
v HyO, 1 mM. Determinaciones por triplicado.

4.4. Discusion

Para desarrollar un sensor de tipo “switch ON”, es primordial que el
sensor se “prenda” o genere una senial en presencia del analito a detectar y se
encuentre “apagado” o no genere senal en ausencia de este. La senal generada
por el sensor en ausencia de analito, lo que denominamos senal de fondo, es
muy dificil de minimizar en las construcciones basadas en acidos nucleicos.
Esto se debe a que los 4cidos nucleicos de cadena corta que forman estructuras
tipo horquillas presentan un equilibrio entre la forma cerrada y su forma

abierta random coil. El aumento de la fuerza iénica de la solucién favorece a
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la estructura cerrada, porque apantalla las cargas negativas de los grupos
fosfato de su esqueleto (a pH>3), disminuyendo la repulsién de cargas.

Se logrd, con el aumento de la fuerza idnica, desplazar el equilibrio hacia
la forma cerrada de la horquilla, llevando esto a una disminucién de la senal
de fondo. De todas maneras, parte de la DNAzima peroxidasa se activa en
ausencia de secuencia blanco. Es decir, un porcentaje de las horquillas se
abrieron, permitiendo que se forme la DNAzima peroxidasa, aunque la

secuencia blanco a detectar no esté presente.

4.5 Conclusiones

Se diseni6 una secuencia oligonucleotidica capaz de detectar una hebra de
ADN correspondiente a una seccién de un gen especifico de toxina Shiga I
producida por FEscherichia coli verotoxigénica.

Se disenaron cuatro construcciones oligonucleotidicas como secuencia
sensora, de las cuales se selecciono la construccion H-IV como la 6ptima para
llevar a cabo el ensayo. Cabe destacar que a futuro se podrian llevar a cabo
mas modificaciones en la secuencia planteada a fin de mejorar la deteccién de
la secuencia blanco.

Se lograron poner a punto las condiciones de ensayo para obtener la
maxima actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa en la construccién
oligonucleotidica. Se logré bajar el tiempo de incubacién entre la secuencia
sensora y la secuencia blanco, pero no se pudieron minimizar los pasos del
ensayo.

Se estimaron los limites de deteccion tanto Optica como
electroquimicamente (amperométricamente), obteniendo el mismo orden de

magnitud para ambos 174 y 144 nM, respectivamente. A fin de comparar estos
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resultados con los previamente publicados, se encontré un solo trabajo donde
todo el sistema estd en solucién, en el cual detectaban células Hela,
obteniéndose un limite de deteccién de 500 células[15]. Lo planteado en esta
tesis de trabajar en solucién no es lo mas comun, y si hay varios trabajos
publicados con sistemas similares en los que se utilizan las secuencias
oligonucleotidicas “sensoras” inmovilizadas sobre superficies. Se han
reportado valores de limite de deteccion para la deteccion de secuencias de
ADN utilizando oligonucledtidos inmovilizados sobre electrodos de oro de 0.6
nM  (deteccién electroquimica) [17] 'y 1 nM[19] (deteccién por
quimioluminiscencia). Por un lado, se puede ver que los valores de limites
deteccion son un orden de magnitud menor si los comparamos con el valor
obtenido en soluciéon en esta tesis. Por otro lado, la estrategia de utilizar
oligonucledtidos inmovilizados sobre superficies, que si bien esta estudiada y
se han reportado una gran variedad de metodologias de inmovilizacién (unién
covalente, avidina-biotina, quimisorcién, etc), no resulta sencilla de
implementar. Esto se debe a varias razones, el ADN estd cargado
negativamente a lo largo de todo su esqueleto ribosa-fosfato a pH>3 y esto
puede generar interacciones inespecificas con la superficie pudiendo afectar el
plegamiento del ADN. Ademas, para llevar a cabo la inmovilizacién se
requiere de secuencias de ADN modificadas con grupos funcionales, lo que
aumenta considerablemente su costo. De todas maneras, resulta atractivo para
trabajos futuros.

En cuanto a la especificidad, la construccién oligonucleotidica H-IV
mostro ser especifica para la secuencia de FEscherichia coli verotoxigénica
toxina Shiga I (stx1) y no detecté las secuencias blanco correspondientes a los

otros patdgenos de Escherichia coli estudiadas (Stx2, IT, ST, EAF e TAL).

145



Los sensores electroquimicos atraen la atencion debido a que son de simple
manejo, presentan alta sensibilidad y ademas son compatibles con técnicas de
microfabricaciéon. La instrumentacion utilizada para realizar las medidas
electroquimicas puede miniaturizarse, hacerse compacta, portatil y de bajo

costo|[20].
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Capitulo 5. Deteccion de biomarcadores en preparados histologicos

5.1. Introduccion

En este capitulo se propone el uso de la DNAzima peroxidasa acoplada a
aptameros, para la deteccion de biomarcadores en secciones histologicas.

Para llevar a cabo este objetivo se disend una tnica secuencia de ADN
compuesta por dos dominios como se muestra en la Figura 5.1. Un dominio
de esta secuencia de ADN esta formado por un aptidmero que reconoce un
biomarcador especifico (sitio de reconocimiento) y el otro dominio esta
conformado por la DNAzima peroxidasa (sitio de amplificacion de la senal).

En la seccion histologica el aptamero interacciona especificamente con el
biomarcador presente en el tejido, mientras que la DNAzima peroxidasa
genera una marca en el lugar, debido a la oxidacién de un compuesto redox
(croméforo cuyo producto de oxidacién, en este caso, es un compuesto
insoluble) en presencia de agua oxigenada (sustrato catalitico de la DNAzima
peroxidasa). De esta manera, la marca obtenida en el tejido puede ser
observada con un microscopio 6ptico, permitiendo no solo la identificacién de
biomarcadores de interés, sino también su localizaciéon histolégica vy

correlacién con parametros morfologicos.
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DNAzima peroxidasa

[ Reconocimiento ]

Aptéamero

Biomarcador

Figura 5.1- Representacion esquematica de la construccién compuesta por un aptamero y
la DNAzima peroxidasa, donde se muestra el dominio de reconocimiento, el dominio de
amplificacién de la senal y la interaccién del aptadmero con el biomarcador.

En esta tesis, se trabajo en la deteccién de la proteina fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato 3 fosfatasa (PTEN) en diferentes tejidos humanos.

PTEN es un supresor tumoral, es decir mantiene bajo control la division
celular. Cuando el gen que produce PTEN se pierde o muta, esta proteina no
se produce, lo que lleva a una division celular descontrolada contribuyendo al
desarrollo de cancer[1].

Para llevar a cabo las marcaciones histologicas se conté con muestras de
tejidos humanos correspondientes a biopsias de pacientes sanos y con
diferentes patologias, como adenocarcinoma de colon o adenocarcinoma de
endometrio. Las muestras biologicas utilizadas en esta tesis son anonimizadas
y fueron provistas por el Dr. Martin Radrizzani de la Universidad Nacional

de San Martin.
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5.2. Proceso histolégico

Para poder estudiar las caracteristicas morfolégicas y moleculares de los
tejidos es necesario llevar a cabo una serie de operaciones de preparacion de
la muestra denominado proceso histologico. Este permite observar al
microscopio 6ptico con mayor contraste un tejido marcado o tenido (en forma
general o especifica), que en caso contrario serfa transparente.

El proceso histolégico estd comprendido por varios pasos que se detallan

a continuacién|2]:

1) Obtencion del tejido. 9) Colocacién en portaobjetos.

2) Fijacién. 10) Desparafinado.

3) Lavados. 11) Hidratacion.

4) Deshidratacion. 12) Tincién o marca/revelado.

5) Aclarado. 13) Deshidratacion.

6) Infiltracion. 14) Montado.

7) Inclusion. 15) Observacion en el microscopio.
8) Corte con micrétomo.

Para llevar a cabo las marcaciones histolégicas con la construccion
aptamero-DNAzima, se partié de muestras de tejidos incluidos en parafina ya
fijados en portaobjetos. Es decir, los pasos 1 a 9 fueron realizados previamente

y provistos por el Dr. Radrizzani.

5.2.1. Procesamiento del tejido

El proceso histologico comienza con la obtencién del tejido que se quiere
estudiar. Este tejido se trata con una solucion fijadora, que en general es
formaldehido al 4%. La fijacién tiene como objetivo mantener las estructuras
celulares y moleculares inalteradas durante el procesamiento posterior. Luego
se realizan una serie de lavados con agua destilada para eliminar el exceso de

fijador.
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El tejido se deshidrata con soluciones de etanol de distintas
concentraciones hasta llegar a etanol absoluto (70%, 90% y 100%).

El aclarado se realiza con solventes y tiene la funciéon de eliminar toda el
agua del tejido para luego poder ser incluido en parafina. En general se utiliza
xileno porque la parafina es soluble en este solvente.

La infiltracion consiste en sumergir el tejido en bafios de parafina en

estado liquido para que el tejido quede embebido en ella. Las parafinas
utilizadas en histologia presentan puntos de fusién cercanos a los 60°C.

La inclusiéon del tejido en parafina (medio de inclusién) tiene como
finalidad proporcionar al tejido un soporte sélido para poder obtener secciones
muy delgadas de la muestra.

El corte en finas laminas se realiza para observar la muestra en el
microscopio, y ademas para obtener la mayor cantidad de secciones del tejido
y de esta manera llevar a cabo distintas coloraciones y/o marcaciones. Estos
cortes se realizan con micrétomo y las laminas obtenidas tienen espesores que
van desde nandometros a decenas de micrémetros, dependiendo del
equipamiento utilizado.

Una vez obtenidos los cortes, estos son fijados en portaobjetos. En esta
etapa la muestra puede ser almacenada a temperatura ambiente por largos

periodos de tiempo.

5.2.2. Acondicionamiento de la muestra para el marcado con
anticuerpos o aptameros

Como ya se menciond, en este trabajo se partié de muestras de tejidos
previamente fijados en portaobjetos. Entonces, para iniciar el proceso de

marcacion o tincion del tejido, fue necesario eliminar el medio de inclusién
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para que los componentes del tejido estén disponibles para interactuar con el
anticuerpo o el aptameros o anticuerpos.

El desparafinado se llevé a cabo en dos etapas, primero con temperatura
colocando los portaobjetos en estufa a 62°C, durante 45 minutos. En segundo

lugar, por inmersion en cubas con xileno, como se muestra en la Figura 5.2.

Tejido_|

1
Parafina

62°C, 45 min.

Figura 5.2- Desparafinado del tejido

Luego se llevd a cabo la rehidratacion del tejido que permite que estos
puedan ser marcados o tenidos con moléculas hidrosolubles. Para ello, se
colocaron los tejidos de manera secuencial en etanol absoluto (100%), dos
diluciones de etanol en agua (90% y 70%) y finalmente agua destilada, como

se muestra en la Figura 5.3.

Etanol 100% Etanol 90% Etanol 70%
10 min. x 2 10 min. 10 min.

Agua destilada

Figura 5.3- Hidratacién del tejido
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Cuando se va a llevar a cabo la detecciéon proteinas (antigenos) en una
muestra de tejido con anticuerpos (inmuhistoquimica) o con aptameros es
necesario realizar la recuperacién antigénica (antigen retrieval). Esto se realiza
porque se ha demostrado que la fijaciéon del tejido con solucion de
formaldehido provoca numerosas y complejas reacciones entra las proteinas
del tejido. Estas reacciones se pueden dar entre las proteinas que actian como
antigenos, llevando a esto a que los sitios de unién o epitopes se encuentren
enmascarados. Los enlaces formados entre las proteinas son reversibles y se
ven a afectados por el pH, la temperatura y el medio en que se encuentre el
tejido. Con lo cual la ruptura de dichos enlaces incrementa la sensibilidad de
la técnica inmunohistoquimica o histoquimica con aptameros. La recuperacion
de antigenos se llevé a cabo incubando los vidrios durante 20 minutos a 90-

95°C en buffer citrato pH 6 (conteniendo 0.05% de tween-20).

Muchos tejidos presentan entre otras enzimas peroxidasas, con lo cual si
se va a revelar usando un sustrato y cromoéforo para peroxidasa es necesario
inactivar esta actividad endogena. La actividad endégena se inactivo

incubando los tejidos en solucion de H.Os 3% durante 20 minutos.

El bloqueo es necesario para evitar las interacciones inespecificas de las
moléculas de reconocimiento (aptdmeros y anticuerpos) con ciertos
componentes del tejido, debido a interacciones hidrofébicas y electrostaticas.
Las interacciones inespecificas pueden traer aparejado una senal de fondo muy
intensa y no deseada. El bloqueo se realizo incubando el tejido con albtimina
de suero bovino (BSA) 2% en buffer TKT 25 mM pH 8 por 30 minutos. Para

las marcaciones con anticuerpo se utilizé BSA 2% en PBS 10 mM pH 7.5.
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5.2.3. Marcado con anticuerpos o aptamero-DNAzima

La inmunohistoquimica es la técnica tradicionalmente utilizada para
identificar y localizar proteinas (antigenos) en tejidos mediante el uso de
anticuerpos especificos, por interaccién antigeno-anticuerpo.

Como ya se menciond en la introduccion de esta tesis, la IHQ se puede
llevar a cabo mediante un método directo (anticuerpo primario conjugado a
un marcador o label) o indirecto (uso de un anticuerpo secundario conjugado
a un marcador o label). El método directo no es cominmente utilizado porque
se requiere que todos los anticuerpos con los que se trabaja estén conjugados
con un marcador y esto es muy costoso. En cambio, el uso de un anticuerpo
secundario conjugado a un marcador, dirigido contra la especie (humano,
ratén, conejo, etc) e isotipo (IgM, IgG, IgE, IgA, IgY) del anticuerpo primario,
puede ser usado contra varios de estos, lo cual reduce los costos.

Por estas razones, en esta tesis se llevd a cabo el marcado con anticuerpos

mediante el método indirecto ya que es el cominmente utilizado.

Marcado con anticuerpos (IHQ)

El marcado con anticuerpos fue utilizado como control positivo. Para ello,
se requiere colocar un volumen de solucién sobre el tejido e incubar durante
periodos de tiempo que van desde 1 hora a temperatura ambiente hasta toda
la noche (ON) a 4°C, dependiendo del anticuerpo a utilizar. En este trabajo,
la THQ se realizé incubando el tejido con un volumen de anticuerpo durante
toda la noche a 4°C. Luego de la incubacién se realizaron dos lavados para
eliminar el exceso de anticuerpo que no interaccioné con la proteina.
Finalmente se llevo cabo la incubacion con el anticuerpo secundario conjugado

con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) y nuevamente se realizaron



lavados para eliminar el exceso de los ligandos.

Marcado con la construccion aptamero-DNAzima

Para llevar a cabo el marcado con la construccion aptamero-DNAzima, se
incubé el tejido con un volumen de esta solucién durante toda la noche a
temperatura ambiente (20°C) en cdmara hiimeda. Luego de la incubacion se
realizaron dos lavados para eliminar el exceso de construcciéon aptamero-
DNAzima que no interaccioné con la proteina (ver Capitulo Materiales y
Métodos).

En la Figura 5.4 se muestra un esquema donde se compara el proceso de
marcado con anticuerpos (método indirecto) y con la construccién aptamero-

DNAzima, donde se puede ver que este ultimo requiere menos pasos para

llevar a cabo la marcacion del tejido.

(180 KDa) (30 KDa)

P
Anticuerpo Aptamero-DNAzima W
/)k\

l Incubacién

N

Lavado para eliminar el exceso de marcadores

Incubacion con anticuerpo-HRP

N
VA

=

Lavado para eliminar el exceso de anticuerpo

&

Revelado con DAB/H,0,

Figura 5.4- Esquema comparativo del marcado con anticuerpos y con la construccién
aptamero-DNAzima.
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5.2.4. Revelado

El revelado se llevo a cabo de la misma manera tanto para las muestras
tratadas con la construccion aptamero-DNAzima como para las tratadas con
anticuerpos, ya que la construccion aptamero-DNAzima presenta actividad
peroxidasa y el anticuerpo secundario utilizado estaba conjugado a la enzima
HRP, que también presenta actividad peroxidasa.

Como cromoéforo se utilizé6 diaminobencidina (DAB) que genera un
producto oxidado de color marrén insoluble y se utilizé H»O» para iniciar la
reaccion catalitica (sustrato de la enzima o DNAzima). En la Figura 5.5 se
muestra una representacion esquematica del proceso de revelado para la
construccién aptamero-DNAzima. La reaccién es la misma en el caso de la
marcado con anticuerpos conjugados con la enzima HRP (ver Capitulo

Materiales y Métodos).

Figura 5.5- Proceso de revelado con DAB/H,0, para la construccién aptdmero-DNAzima.
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5.2.5. Preparado del tejido para su conservacion y observacién en
microscopio
Finalizado el marcado, se llevé a cabo la deshidratacion del tejido, que es
necesaria para eliminar el agua y poder utilizar luego un medio de montaje.
La deshidratacion se realizdo sumergiendo la muestra en soluciones de
etanol de concentracién creciente 70%, 90% y 100%, durante 5 minutos en

cada caso (Figura 5.6).

Etanol 70% Etanol 90% Etanol 100%

5 min. 5 min. 5 min.

Figura 5.6- Proceso de deshidratacion de tejidos.

El montado del tejido tiene como objetivo preservar la muestra durante
un periodo prolongado de tiempo, en un estado de conservacion estable. El
montado ademas asegura el cumplimiento de las pautas internacionales, las
cuales exigen que las muestras clinicas preparadas para diagnoéstico se
conserven durante 10 anos.

Para el montaje se utilizan los denominados medios de montaje, qué para
preparados histolégicos, son medios no acuosos. Estos no deben afectar la
posterior observacion del tejido por microscopia 6ptica. Por esta razon, los
medios de montaje utilizados en histologia tienen un indice de refraccion igual

al del vidrio. Por otro lado, permiten que se coloque un cubreobjetos sobre la
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muestra ya marcada o tenida y que este quede adherido. En este trabajo se
utiliz6 como medio de montaje balsamo sintético.

Como se muestra en la Figura 5.7 previo al montado se sumergieron las
muestras en dos cubas con xileno por 5 minutos en cada una. Este
procedimiento se denomina aclarado del tejido y proporciona un medio
organico para que se disuelva el balsamo.

Luego se agregd una gota de balsamo sintético sobre el cubreobjetos y se
colocé sobre el portaobjetos recién sacado de la cuba con xileno.

Finalizado el montado, se observaron las muestras en el microscopio

6ptico (Leica MC 2500).

<

Agregado de
medio de montaje

' %%/% Loy

Colocacién de Observacion en

Xileno 5 min. x 2 cubreobejtos microscopio

Figura 5.7- Montado de muestras para observar al microscopio.

5.3. Deteccion de fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-

fosfatasa (PTEN)

En esta seccién se presentara el uso de la DNAzima peroxidasa como
marcador acoplada al aptamero contra fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN). Como ya se mencioné anteriormente PTEN es un supresor
tumoral. PTEN desempena un papel critico en la modulacién de funciones
celulares, como la proliferacion, el crecimiento, la supervivencia y el

metabolismo, en respuesta a estimulos extracelulares mediados por los
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receptores de membrana citoplasmética y las proteinas G[3]. Este se localiza
tanto en el nucleo como en citoplasma de la célula, donde ejerce diferentes
funciones segun su localizacién[4].

Como se puede ver en la Figura 5.8, PTEN en el citoplasma, tiene
actividad fosfatasa y forma parte de la ruta de senalizacion de la fosfatidil-
inositol 3-quinasa (PI3K), que genera en la membrana plasmaética fosfatidil-
inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en respuesta a estimulos extracelulares[5].
Cuando PI3K es activada, fosforila PIP» para producir PIPs. Esto produce a
su vez, la activacion de proteina quinasa serina/treonina (AKT) que regula
varios procesos celulares como proliferaciéon, supervivencia inapropiada,
metabolismo alterado de células tumorales, etc [6]. Si PTEN estd en el
citoplasma desfosforila el PIP3, generando una disminucién de la actividad de
AKT. Pero si se produce la pérdida o reduccién significativa de la expresion
del gen de PTEN, la proteina no se produce, lo que trae como consecuencia
incrementos en la expresion de AKT[7].

b4

| Membrana PIasma’ticaI

| |
PIP, RN AKT

PI3K ‘ PTEN
PIP, ¢ 2
2 Proliferacion
p /‘\’;.z,,,_ Supervivencia

Crecimiento

Mutaciones
N-terminales

Figura 5.8- Ruta de sefializacién de PTEN. Imagen tomada de Janire Mingo y col [8].
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PTEN en el nicleo regula positivamente la reparaciéon del ADN y es
independiente de la actividad fosfatasa. Pero la pérdida de PTEN en el ntcleo
desencadena la via de senalizacién PI3K/AKT/PTEN por secuestro de PTEN
del citoplasmal[9]. Por estas razones, PTEN es un potencial biomarcador y
posible objetivo farmacolégico.

Numerosos estudios clinicos proponen que la localizaciéon de PTEN puede
ser usada como factor de prondstico de enfermedad o patognomonico, ya que
la ausencia de PTEN en el nicleo se asocia a los tumores mas agresivos en
esofago, colon, endometrio, pancreas, etc[1].

La actividad de PTEN se pierde por mutaciones como deleciones o
metilacion de su promotor en muchos cénceres humanos primarios y
metastasicos. Las deleciones son un tipo de mutacion donde se pierde parte
del material genético. La metilacion del gen promotor, que es quien regula la
transcripcién de una regiéon del ADN, hace que se modifique la funcién.
También se han encontrado mutaciones en la linea germinal de PTEN en
pacientes con predisposicion familiar al cancer[3].

Rutinariamente la expresion de PTEN se determina mediante THQ en
preparados histologicos de gran variedad de tejidos, como endometrio, mama,

cerebro, colon, tiroides, prostata, piel, etc [6],[10]-[12].

5.3.1. Aptamero contra PTEN

El aptamero contra PTEN utilizado en este trabajo fue provisto por el
Dr. Radrizzani del Laboratorio de Neurologia y Citogenética Molecular de la
Universidad Nacional de San Martin.

Estructuralmente la proteina PTEN consta de dos dominios,

unoregulatorio (C2) y el otro con actividad fosfatasa (PTPs), como se muestra
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en la Figura 5.9. Para llevar a cabo la seleccion utilizaron como molécula
target un péptido perteneciente al dominio PTPs de PTEN (Figura 5.8 en
azul). No se utiliz6 la proteina completa, ya que el dominio PTPs es el que

presenta la actividad fosfatasa que es critica para la funcion supresora de

tumores de PTEN[11].

Péptido target (7

Dominio regulatorio

. . o (C terminal)
Dominio con actividad fosfatasa
(N-terminal)

Figura 5.9— Representacién esquemética de la estructura de PTEN (PBD:1DR5)
obtenida de Protein Data Bank. DOI: 10.2210/pdb1D5R /pdb.

Radrizzani et.al [13] sintetizaron por SELEX varios clones de aptameros
contra PTEN. El patrén de reconocimiento de PTEN fue comprobado
mediante un ensayo Western Blot de proteinas purificadas de cerebro de
ratén. Por otro lado, se realizaron marcaciones histolégicas de tejidos con
diagnéstico de adenocarcinoma de endometrio, llevando a cabo la marcado
con los aptameros obtenidos y anticuerpos contra PTEN.

El aptamero se sintetiz6é con una molécula de biotina en su extremo 5"y
se utilizé la enzima peroxidasa de réabano picante (HRP) conjugada con

avidina. Mediante la interaccion especifica avidina-biotina se ancl6 la HRP al
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aptamero para generar una marcacion, debido a la oxidacién de un croméforo
(DAB) en presencia del sustrato (H20:) de dicha enzima.

Los mejores resultados los obtuvieron con los clones denominados PTEN
Z7 (que gener6 coloracién en los nucleos de las células) y PTEN-Z14 (que
generd coloracién en citoplasma). Ademaés, se comprob6 que al hacer una
incubacion previa del tejido con el anticuerpo anti-PTEN, no se observo
marcacion con el aptamero PTEN Z7, con lo que queda demostrado que el
anticuerpo y el aptamero comparten el mismo epitope. No fue asi con el
aptamero PTEN-Z14, que gener6 marcacion en el citoplasma con lo cual se
comprobd que no comparte el epitope con el anticuerpo anti PTEN [13].

En esta tesis, se utilizdé el aptamero PTEN Z7 para llevar a cabo el
marcado histologico acoplando éste a la secuencia PS2.M, oligonucleétido que
también forma una DNAzima peroxidasa en presencia de hemina.

Con la plataforma mFold se obtuvo una predicciéon de la estructura
secundaria del aptamero PTEN Z7 compuesto por 52-mer como se puede

observar en la Figura 5.10
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A continuacién, se muestra la secuencia de la construccién aptamero
PTEN Z7-PS2.M obtenida comercialmente, donde la secuencia PS2.M se

muestra subrayada:

5’ -GTGGGTAGGGCGGGTTGGCGGTCATACCGCGCCTATCGAACTC

GCCACTCGCGTGCAGCTCTGTGTAGGT-3"

5.3.2. Deteccion de PTEN en muestras de endometrio

El endometrio es el tejido que recubre el Gtero y que, hasta la aparicion
de la menopausia, se renueva cada mes con el ciclo menstrual. En la Figura
5.11 se muestra una representacion esquematica del aparato reproductor
femenino y se puede ver una tinciéon histolégica con hematoxilina de Harris
de una biopsia de endometrio normal. La tinciéon con hematoxilina de Harris
es una tincién general que se utiliza para observar la estructura del tejido,
esta tifie los componentes acidos de las células de color violeta En particular,
la hematoxilina tine intensamente los acidos nucleicos de los ntcleos de las

células.

Endometrio
Cuello

Figura 5.11. Representacién esquemética del aparato reproductor femenino (a). Tincién
histolégica con hematoxilina/eosina de una muestra de endometrio sano (b).

166



Capitulo 5. Detecciéon de biomarcadores en preparados histologicos

El supresor tumoral PTEN es uno de los biomarcadores moleculares
utilizados para la deteccion de ciertos carcinomas de endometrio, junto con
otros marcadores como ciertos receptores hormonales (receptores de
estrogenos y receptores de progesterona), supresores tumorales (P53),
oncogenes (her-2-neu, K-ras, c-myc y C-erb-B2), etc [14]. No todos estos
marcadores son estudiados por THQ. Otras técnicas que se utilizan son FISH
(marcacion fluorescente in situ) que es una técnica citogenética de marcacioén
de cromosomas con sondas fluorescentes[15] y qPCR (reaccién en cadena de
la  polimerasa cuantitativa) para buscar genes de los marcadores

moleculares[16].

El aptamero contra PTEN 77 desarrollado por el grupo del Dr.
Radrizzani fue probado previamente a esta tesis con extendidos provenientes
de biopsias de endometrio, que presentaban diagnéstico de adenocarcinoma
de endometrio. Para ello se utilizo, como se comento previamente, el aptamero
PTEN Z7 acoplado a la enzima HRP, mediante la interaccion avidina-biotina.

En la figura 5.12 se muestran las imagenes correspondientes a tincién de
contraste con hematoxilina de Harris (Fig. 5.12(a)) y tincién/marcado con
hematoxilina de Harris y aptamero PTEN Z7-HRP, respectivamente, en
tejidos con pérdida de PTEN (5.12(b)) y sin pérdida de PTEN (5.12(c)).

En el tejido sin pérdida de PTEN (fig. 5.12 (b)), se observa una coloracion
marrén debida al producto de oxidacién del DAB, mientras en el tejido que
presenta pérdida de PTEN (fig. 5.12 (c¢)) muchas células aparecen sin marca.

Estos resultados demostraron que el aptamero interacciona con PTEN.
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Figura 5.12—Muestras con diagnéstico de adenocarcinoma de endometrio. Tincién con

hematoxilina (a). Marcado con aptdmero-HRP y hematoxilina en un tejido sin pérdida de
PTEN(b) y con pérdida de PTEN (c). Imégenes tomadas a 500x, barra 50pm.

Marcado con la construccion aptamero PTEN Z7-DNAzima

Se trabajé con muestras de tejidos correspondientes a biopsias de
endometrio con diagnostico de adenocarcinoma. Se llevd a cabo el
procesamiento y marcado de las muestras segin lo descripto en el Capitulo
Materiales y Métodos. Como control positivo se llevaron a cabo marcaciones
en muestras correspondientes al mismo paciente con anticuerpo monoclonal
de conejo anti PTEN IgG (Promega) y anticuerpo secundario de cabra anti-
conejo IgG conjugado con HRP (Promega). En ambos casos se utiliz6
DAB/H>0; para revelar.

Como se puede observar en la Figura 5.13 el marcado es comparable en
ambos casos, apreciandose una marca mas intensa cuando se utilizo la

construccién aptamero-DNAzima. La menor intensidad en la marca obtenida
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con anticuerpo anti PTEN y anticuerpo secundario-HRP puede deberse al
estado de conservacion de estos, lo cual, muestra ventajas del uso de

secuencias de ADN frente al uso de proteinas.

Figura 5.13— Marcado de muestras de endometrio con anticuerpo anti-
PTEN/anticuerpo secundario-HRP (a) y aptamero PTEN Z7-DNAzima (b).
Imégenes tomadas a 500x, barra 50 pm.

5.3.3. Deteccion de PTEN en muestras de colon

La detecciéon de PTEN en muestras de colon proporciona una idea de la
susceptibilidad a contraer cancer colorrectal [17]. Junto a PTEN se analizan
otros biomarcadores como los oncogenes BRAF y K-ras, el receptor de factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), etc.

El colon esta formado por la mucosa, submucosa, capas musculares
gruesas, subserosa y serosa (Figura 5.14). En un colon normal, la mucosa
epitelial presenta una estructura glandular tipo tubular simple, que en un
corte longitudinal se observan alargadas. El corte longitudinal facilita la
tipificacion glandular, mientras que un corte transversal del tejido es mas til
para observar la interrelacion de las glandulas con el tejido conjuntivo que

queda entre ellas.
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Tejido intestinal normal
(seccién transversal del
. tracto digestivo)

CAPASDE LA FARERD DEL COLON Figura 5.14- Representacion

o esquematica del colon y las capas
— Epitelio

Mucosa .

| Tejido conectivo que lo componen. Imagen
Capa muscular tomada de la American Cancer
delgada .
Submucosa Society.

. Capas musculares
gruesas

Subserosa

Serosa

Cuando se inicia un proceso tumoral se generan cambios en la morfologia
de la estructura tubular de la mucosa epitelial, como se puede observar en la
Figura 5.15. En ella, se muestran tinciones con hematoxilina-eosina de cortes
histologicos de muestras de colon que presentan distintos grados de avance en
el proceso tumoral. La hematoxilina tifie las regiones acidas de violeta (es
decir los 4cidos nucleicos de los nicleos de las células) y la eosina tine las

regiones basicas, como el citoplasma de las células.

COLON NORMAL  MUCOSA EN RIESGO

a e
CREN050 -

Figura 5.15- Tinciones histologicas de muestras de colén con hematoxilina-eosina
(arriba) y representacién esquematica de las capas que componen el colon (abajo) en
distintos estadios del proceso tumoral. Imagen tomada Robinson Patologia Humana.
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Marcado con la construccion aptamero PTEN-DNAzima

Para llevar a cabo el marcado con la construccién aptamero-DNAzima se
trabajo con muestras de colon normal y con diagnéstico de adenocarcinoma
de colon sin pérdida de PTEN. Si bien estas muestras no presentan pérdida
de PTEN, pueden ser utilizadas para comprobar que el aptamero interacciona
con la proteina PTEN en el tejido. Todas las muestras corresponden a cortes

transversales de las glandulas tubulares.

Se llevé a cabo el procesamiento y marcado de las muestras segtin lo
descripto en el Capitulo Materiales y Métodos. Como control positivo se
utilizé el anticuerpo monoclonal de conejo anti PTEN IgG (Promega) y
anticuerpo secundario conjugado de cabra anti-conejo IgG conjugado con
HRP (Promega). Como control negativo, se utilizo la secuencia PS2.M que
forma la DNAzima peroxidasa en presencia de hemina. En los tres casos, se
revel6 con DAB/H>0.,

Como se puede observar en la Figura 5.16, se obtuvo un marcado
comparable con el anticuerpo y con la construcciéon aptdmero-DNAzima, tanto
para la muestra de colon normal como la muestra con diagnodstico de
adenocarcinoma de colon. En ambos casos se observa marcado en la zona en
la que PTEN es méas abundante, dentro de las estructuras glandulares,
obteniéndose un buen contraste lo que permite evidenciar los cambios
morfolégicos de estas estructuras glandulares. La construccion aptamero-
DNAzima mostré6 mayor marcacion de fondo si se la compara con los

resultados obtenidos utilizando anticuerpos.
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Aptamero PTEN Z7-DNAzima

Colon normal

Carcinoma de colon

Figura 5.16— Muestras de colén normal y con diagnéstico de adenocarcinoma de colon,
marcadas con anticuerpo anti-PTEN /anticuerpo secundario-HRP (control positivo) y
construccién aptdmero PTEN Z7-DNAzima. Imégenes tomadas a 200x.

En cuanto al control negativo llevado a cabo con la DNAzima peroxidasa
formada por el oligonucleétido PS2.M y hemina, se observdé una leve
coloraciéon de fondo, la cual es méas intensa en las zonas externas a las
glandulas (Figura 5.17). Esto indica que el ADN que forma la DNAzima
peroxidasa o la hemina que esta libre puede estar interaccionando

inespecificamente con el tejido y con ello generando una senial de base.
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Figura 5.17- Marcado con DNAzima peroxidasa como control negativo. Imégenes
tomadas a 100x, barra 100 pm.

5.4. Discusion

El uso de acidos nucleicos en la detecciéon de proteinas u otras moléculas
de interés tiene como gran ventaja que se puede disefiar una molécula de ADN
que conste de una zona de reconocimiento (aptamero) y otra que actia como
marcador (DNAzima).

El uso de los &4cidos nucleicos (aptameros, DNAzimas) presenta varias
ventajas frente al uso de proteinas (anticuerpos, enzimas), por su versatilidad
para disenar construcciones, el menor costo, la estabilidad térmica y de
almacenamiento y que al obtenerse por sintesis quimica presentan un alto
nivel de estandarizacién no obtenida con los anticuerpos.

Estas ventajas sumado al hecho que los acidos nucleicos pueden
desnaturalizarse y renaturalizarse rapidamente, abre un abanico de
posibilidades a la hora de desarrollar metodologias de detecciéon mas simples,
rapidas y confiables.

El uso del aptamero contra PTEN acoplado a la DNAzima peroxidasa
como marcador en lugar de utilizar la enzima HRP, trae aparejadas ciertas

ventajas. La construccion aptamero-DNAzima implica utilizar una
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construccién compuesta solo de ADN, lo cual presenta, como ya se menciond,
notables ventajas frente al uso de proteinas. Por otro lado, el uso del aptamero
acoplado a la enzima HRP resulta méas engorroso de preparar y tanto el
aptdmero-biotina como la HRP-avidina tienen alto costo y no presentan gran
estabilidad de almacenamiento.

El uso de &acidos nucleicos trae importantes beneficios a la hora de
desarrollar técnicas de deteccion de moléculas, simplificando el procedimiento
operativo, eliminando pasos como la utilizacion de marcadores, evitar la
manipulacion de compuestos radiactivos, evitar el uso de animales de

laboratorio, etc.

5.5. Conclusiones

Se pudieron llevar a cabo marcaciones histolégicas con las construcciones
aptdmero-DNAzima en tejidos, como colon y endometrio para estudio del
biomarcador PTEN asociado a distintos tipos de cancer.

Tanto en muestras de endometrio como colon, se pudieron obtener
marcaciones similares a las obtenidas por inmunohistoquimica utilizando el
anticuerpo contra PTEN.

Si bien se logro la deteccion de las proteinas estudiadas, cabe remarcar
que para llevar a cabo un diagndstico de una enfermedad es importante
senalar que se deben estudiar varios biomarcadores moleculares para cada
paciente y las tinciones o marcados histologicos deben ser analizados por un
patélogo. La metodologia utilizada en esta tesis para llevar a cabo

histoquimica es una herramienta potencialmente 1til para el diagnéstico.
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La hipdtesis planteada en esta tesis es que los acidos nucleicos pueden
ser utilizados como elementos de reconocimiento bioldgico y generacién de
senales Opticas y electroquimicas para su uso en biosensores y marcaciones
histolégicas. Con el fin de comprobar esta hipotesis, en primer lugar se estudié
y optimizé la actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa. Luego se
disenaron secuencias de ADN bifuncionales, conteniendo la DNAzima,
peroxidasa y un oligonucledtido (secuencia complementaria o un aptamero),
de manera que la secuencia disenada pueda reconocer en forma especifica una
molécula blanco y se genera una senal 6ptico o electroquimica por accion de
la DN Azima peroxidasa. Estas secuencias bifuncionales fueron empleadas para
deteccion de secuencias correspondientes a genes y para marcaciones
histologicas.

En el capitulo 3, se estudiaron los &acidos nucleicos con actividad
catalitica peroxidasa, la DNAzima peroxidasa, como reportera de la presencia
y concentracion de ciertas secuencias oligonucleotidicas o proteinas. Se
estudiaron ciertas variables que se consideraron importantes para maximizar
su capacidad catalitica, tales como el pH, la composicion del buffer, la

presencia de sales y la relaciéon Optima entre la concentracion de
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oligonucledtido y hemina. Si bien la DNAzima peroxidasa presentdé una
capacidad de catalisis suficientemente alta para diversas aplicaciones
potenciales, ésta fue menor a la capacidad catalitica de la enzima HRP. No
obstante, caben destacarse las ventajas que presentan los adcidos nucleicos, en
particular el ADN, frente a las proteinas como marcadores. Algunas de ellas
radican en el menor costo, mayor estabilidad, obtencién por sintesis quimica,
posibilidad de disenar secuencias de oligonucledtidos como bloques
funcionales, entre otras. Esta ultima caracteristica de los acidos nucleicos de
poder sintetizarse como bloques funcionales permitié explorar los demas
objetivos de esta tesis.

En el capitulo 4 se estudio el uso de la DNAzima peroxidasa como marcador
combinado a una secuencia de ADN complementaria a una regién especifica,
de un gen que permita detectar la presencia de un patogeno. Esta secuencia
complementaria actué como secuencia sensora, y la DNAzima peroxidasa
acoplada a ella actio como elemento amplificador de la senal de dicho evento.
Como sistema modelo, se utilizé una secuencia blanco correspondiente a una
region de un gen de la bacteria Escherichia coli verotoxigénica. Esta region
especifica del gen codifica la produccién de toxina Shiga. Se pudo detectar
dicha secuencia blanco y se pudo comprobar la especificidad de la secuencia
sensora frente a otros patogenos de FEscherichia coli. Uno de los métodos
cominmente usados para detectar la presencia de este patdgeno es el cultivo
diferencial. Los cultivos requieren de varios dias para permitir el crecimiento
del patégeno buscado, con lo cual la deteccion del material genético de un
patdgeno especifico presenta ventajas frente a éste. En cuanto a la deteccién
del material genético, ésta se suele llevar a cabo por qPCR (reaccién en cadena

de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real) donde la deteccion se lleva a
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cabo por fluorescencia luego de la amplificacion del material genético. En este
sentido, la deteccién electroquimica planteada en esta tesis presenta una
ventaja importante frente a la deteccion por fluorescencia. El equipamiento
en el caso de las determinaciones electroquimicas puede ser miniaturizado
facilmente, lo cual permite fabricar dispositivos portatiles y econémicos,
siendo esto de gran utilidad en biosensores.

Finalmente, en el capitulo 5 se estudido el uso de la DNAzima
peroxidasa como marcador combinado con un aptdmero de ADN. El aptamero
utilizado fue el aptamero contra PTEN, un supresor tumoral que se utiliza
como biomarcador en varios tipos de cancer como el de endometrio, colon,
mama, prostata, etc. FEn este caso se trabajé con muestras reales
correspondiente a biopsias de humanos sanos o con diagnéstico de cancer de
colon o endometrio. Se pudieron obtener resultados comparables a las
obtenidas mediante inmunohistoquimica, técnica en la cual se utilizan
anticuerpos como elementos de reconocimiento antigéncio. Como ya se
menciond, el uso de acidos nucleicos, en particular el ADN, presenta ciertas
ventajas frente a las proteinas, en este caso particular frente a los anticuerpos
utilizados en inmunohistoquimica. Entre las ventajas mencionadas, las mas
relevantes son la obtencién de las secuencias de ADN por sintesis quimica, lo
cual redunda en una mayor reproducibilidad entre lotes, su gran estabilidad,
su bajo costo, no es necesario utilizar animales de laboratorio y la posibilidad
de poder sintetizarse contra blancos no inmunogénicos. De todas maneras,
cabe destacar que aun no se han obtenido gran variedad de aptameros contra
blancos moleculares.

Lo presentado en esta tesis puede seguir desarrollandose a futuro

llevando a cabo modificaciones en las secuencias propuestas en cuanto a su
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composiciéon de bases o mediante modificaciones quimicas. Estas tltimas
permiten mejorar no solo las capacidades de reconocimiento molecular y
cataliticas, sino también su estabilidad.

Se ha demostrado que los acidos nucleicos proporcionan un abanico de
posibilidades por sus propiedades de reconocimiento molecular y actividad
catalitica. Estas propiedades los hacen candidatos para su potencial uso en el
desarrollo de biosensores y en la deteccion de biomarcadores en muestras de

tejidos.

Perspectivas a futuro

Como perspectiva a futuro se plantea utilizar muestras reales para detectar el
gen de Shiga toxina producido por FEscherichia coli verotoxigénica con la
construcciéon oligonucleotidica propuesta. En particular, se pretende llevar a
cabo las determinaciones, en una primera instancia, en muestras de agua de
consumo. En una segunda etapa, pasar a matrices mas complejas como
materia fecal, leche y otros alimentos. Para determinar la presencia de
material genético especifico en una muestra, es necesario llevar a cabo una
preparacion previa de ésta, que incluye varios pasos. En la figura S1 se
muestra una representacion esquematica de los pasos generales requeridos. En
una primera instancia se debe extraer el ADN de la muestra. Esto incluye
varios pasos: lisado de células, remocién de lipidos de membranas,
desnaturalizaciéon y remocién de proteinas, remocion de ARN y otros
contaminantes, precipitacion de ADN y finalmente recuperaciéon del ADN
purificado de la muestra. Una vez extraido el ADN, la secuencia de ADN a
detectar debe ser amplificada, es decir se deben obtener muchas copias de ella

por sobre las demas. Para esto se utilizan técnicas como PCR (reaccién en
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cadena de la polimerasa) o LAMP (sistema de amplificacion isotérmica de
acidos nucleicos). Estas técnicas de amplificacion permiten aumentar
exponencialmente la cantidad de moléculas de ADN de una secuencia
especifica, si se cuenta con los primers adecuados (secuencias que delimitardn
la zona de interés). En particular, se propone usar la técnica de LAMP que
trabaja a temperatura constante, lo que permite desarrollar un equipamiento
menos sofisticado si se lo compara con la PCR. La PCR trabaja con ciclos de
temperaturas altas y bajas alternadas, lo cual requiere de equipos que hacen
uso del efecto Peltier para que los cambios sean rapidos. Por otro lado, INTI
junto con la Universidad Nacional de San Martin ha desarrollado un

dispositivo portatil LAMP el cual podria ser utilizado para este trabajo.
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Figura S1- Representacién esquematica del procedimiento general para
detectar una secuencia blanco en muestras reales.
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Finalmente, se propone llevar a cabo el ensayo segiin lo descripto en el
capitulo 4 de esta tesis, utilizando en una primer instancia, la secuencia
sensora elegida y llevar a cabo la deteccion electroquimica segin fue

planteada.
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