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USO DE APTAMEROS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEISHMANIA

RESUMEN

Segin la OMS, la Leishmaniasis es una enfermedad que afecta aproximadamente entre
700.000 y 1 millon de personas anualmente. Colombia se encuentra entre los 10 paises que
durante el 2020 presentaron el 90% de los casos nuevos de leishmaniasis cutdnea a nivel

mundial.

Por lo anterior la Leishmaniasis es considerada una enfermedad de interés publico, por lo
cual se buscan mecanismos que permitan establecer criterios clinicos y de laboratorio para
acceder a una identificacion oportuna y que sea util en todo el territorio nacional con el fin de
mitigar reacciones adversas de la enfermedad; para esto una alternativa que se plantea es el
uso de los aptameros, los cuales son cadenas de ADN o ARN que tienen la capacidad de
adaptarse a cualquier estructura tridimensional con una alta sensibilidad y especificidad por

blancos tanto inmundgenos como no inmundgenos.



Los aptdmeros son novedosos por su capacidad de conservacion a largo plazo a temperatura
ambiente, su alta pureza y su facil obtencion, ya que al ser in vitro no depende de células, por
lo que se considera un proceso sencillo y reproducible con muy poca variedad entre sus
producciones, ademas de permitir elegir las condiciones de selectividad para obtener

aptameros con las condiciones deseadas para el diagndstico de la enfermedad.

Es por esto que el objetivo de la monografia es compilar informacién y demostrar que los
aptameros son una herramienta viable, eficaz y de mayor acceso en zonas tropicales de
Colombia en donde sea de mayor prevalencia la enfermedad de Leishmaniasis y que con

estos se puede garantizar resultados fiables y de manera oportuna.

PALABRAS CLAVE: Aptameros , Enfermedad Zoonotica, Vector, Parasito , Reservorio
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INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son de distribucion universal y son causantes de una
significativa morbimortalidad, principalmente en las regiones tropicales del mundo. Estas
enfermedades estan asociadas a un bajo grado de desarrollo, malas condiciones sanitarias y
de determinadas condiciones ecologicas. En los paises desarrollados, las medidas de salud
publica, el control vectorial y la educacion sanitaria han permitido el control de la mayoria de

las parasitosis, e incluso la erradicacion de algunas de ellas.

Sin embargo los recursos para el diagndstico, el tratamiento, el seguimiento, la prevencion y
la investigacion de estas enfermedades parasitarias son insuficientes, por esta razon hay un
gran numero de estas infecciones que se han denominado como enfermedades tropicales
olvidadas o desatendidas. Adicionalmente, hasta el momento, no existe ninguna vacuna para
su control y los antiparasitarios producen graves efectos secundarios, por lo que es importante
la bisqueda de alternativas diagnosticas con alta sensibilidad y especificidad, de bajo costo y

facil acceso.’

Dentro de las enfermedades parasitarias tisulares se encuentra el chagas, la malaria y la
leishmaniasis de las cuales esta ultima a nivel mundial, se encuentra entre las diez
enfermedades tropicales desatendidas, afectando a mas de 12 millones de personas, donde se
presentan entre 0,9 y 1,6 millones de nuevos casos al afio, alrededor de 20.000 a 30.000

defunciones y 350 millones de personas estan en riesgo de infectarse. °

Actualmente en América se registra un promedio de 56.000 casos de leishmaniasis cutanea y
mucosa y 3.800 casos de leishmaniasis visceral en el afo, esta enfermedad causa una
letalidad media de 7%. La leishmaniasis cutanea se registra en 20 paises, siendo endémica en
18 de ellos (Colombia, Costa Rica, Brasil, Argentina, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Peru,
Paraguay, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Panama, Guyana, Surinam, Guatemala, Guyana
Francesa y M¢éxico) y la leishmaniasis visceral en 12 paises (Brasil, Argentina, Paraguay,
Colombia, Venezuela, Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Bolivia, Guyana y
Meéxico). En la Region, 27% de los casos de leishmaniasis cutanea se presentan en zonas

fronterizas.’



El diagnostico de esta enfermedad se da en conjunto con criterios clinicos y epidemiolégicos,
se puede hacer por métodos directos como lo son el frotis, la biopsia, el cultivo y la PCR o
por métodos indirectos como inmunofluorescencia indirecta, ELISA y prueba de
Montenegro, las desventajas de estos métodos es que algunos son muy costosos, no tienen
una buena sensibilidad y especificidad, se requiere de equipos avanzados, de personal
experto, son invasivos y ademads tienen muchas variables como la evolucion de la lesion, si el
paciente se ha sometido a tratamientos previos o no, las técnicas empleadas para la
recoleccion de la muestra, la ubicacion geografica entre otras, que pueden afectar el

resultado.®

Por ello en la actualidad se buscan nuevas alternativas y es alli donde los aptdmeros, descritos
por primera vez en 1990, que son secuencias de ADN o ARN de cadena sencilla que
adquieren la forma de estructuras tridimensionales unicas permitiéndoles reconocer con gran
afinidad un blanco especifico y que dentro de sus potenciales usos comprende, entre otros, el
diagnédstico de enfermedades, el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, la deteccion de
riesgos alimentarios, la produccion de biosensores, la deteccion de toxinas, el transporte de
farmacos en el organismo y la sefalizacion de nanoparticula, lo que lo convierte en un

potencial método diagndstico .°

Ademas de poseer caracteristicas que hacen de los aptdmeros algo novedoso, como son su
capacidad de conservacion a largo plazo en temperatura ambiente, su alta pureza y su facil
obtencion, ya que al ser in vitro no depende de células o animales por lo que se considera un
proceso sencillo y reproducible con muy poca variedad entre sus producciones, ademas de
permitir elegir las condiciones de selectividad para obtener aptameros con las condiciones

deseadas para el diagnostico de la enfermedad.’

El presente trabajo tuvo como objetivo recopilar evidencia bibliografica sobre los aptdmeros

como potencial herramienta para el diagnostico de Leishmania.

1. Antecedentes

Ivan Dario Velez , et al en el ano 2001 realizaron un estudio para establecer el

comportamiento de la leishmania en colombia, alli determinaron que se presenta un



aproximado de 6.500 casos en personas civiles y otros 2.000 en miembros del ejército, los

hombres son los que presentan mayor afectacion en un rango de edad de 15 a 45 afios."’

También se logré determinar que los casos van en aumento debido a que cada vez mas el ser
humano ingresa en el nicho ecoldgico propio de los vectores y reservorios de la leishmania,
lo que conlleva a que estas zonas queden lejos de centros de salud por lo que su diagnostico y

tratamiento es mas complejo de llevar a cabo.'

Por ello la busqueda de un método de diagnostico que sea de facil manipulacion ,
conservacion, y obtencién es importante para poder tratar el problema de salud publica

causado durante afios por la leishmaniasis.

En el afio 2012 Botero J y Frank J, hablaron en su investigacion de los aptameros desde el
punto de vista etimologico el término aptamero proviene del latin aptus que significa ‘fijar’
o ‘unir’ y del griego meros que significa ‘particula’. En el afio de 1990 unos investigadores
lograron identificar que para la generacion de estas moléculas se necesitaba de un método
llamado SELEX, este utiliza la quimica combinatoria, la cual consiste en la sintesis de un
nimero significativo de moléculas de estructura similar que forman colecciones a las cuales
se les llama bibliotecas, esto se hace para seleccionar acidos nucleicos sintéticos con alta
afinidad por su molécula diana. Este método consta de tres pasos: 1) la interaccion entre los
miembros de la biblioteca y la molécula diana; 2) la seleccion de los miembros que poseen
afinidad por la molécula diana y 3) el enriquecimiento de la biblioteca mediante
amplificacion usando PCR. En los aptameros la afinidad esta ligada al nlimero de ciclos de
SELEX que se lleven a cabo y a la efectividad del proceso de separacion de

secuencias que se unen con alta o baja afinidad a la molécula diana. '

Durante el 2016 Juan David Ramirez , et al realizaron una recopilacion de datos
correspondientes a un periodo de 21 afios con el fin de determinar la especie con mas
incidencia en el territorio causante de la leishmaniasis cutanea el cual abarca un 96,35% de

casos totales en el pais . 2

Se realizd6 por medio de muestreos intensivos por medio de biopsias obtenidas tanto en

humanos como en animales domésticos y salvajes bajo protocolos y consentimientos


https://www.nature.com/articles/srep28266?report=reader#auth-Juan_David-Ram_rez

informados , lo que llevé a determinar que la especie de Leishmania con mayor frecuencia ,
diversidad genética y con mas extension por el territorio es la L. panamensis la cual

representa un 61,3 % de la totalidad de los casos. '*

En el afio 2018 Manotas H, et al. Realizaron un estudio sobre un brote de leishmaniasis
visceral en nifios de la zona urbana de Neiva en donde se describen las caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y el tratamiento. Los vectores de la leishmaniasis corresponden al
género Lutzomyia. Se demuestra su presencia desde el nivel del mar hasta los 3.500 metros
sobre el nivel del mar (msnm), Los hébitos y la bionomia del vector son las determinantes de
la dindmica de la transmision. La leishmaniasis es una zoonosis de las zonas rurales
tropicales, sin embargo las constantes intervenciones del hombre al nicho ecologico de los
vectores, como hospederos y la adaptacion de algunas especies a los nuevos habitats, han
condicionado un cambio en la incidencia de la patologia. En Colombia se ha documentado el
impacto de estos cambios con la presencia de casos aislados en zonas urbanas de Cartagena.
En el presente trabajo se describe el primer brote de leishmaniasis urbana en Neiva, capital
del departamento del Huila; localizada entre las Cordillera Central y Oriental; cruzada por los
rios Las Ceibas, del Oro y Magdalena. Se encuentra a 442 msnm y tiene una humedad

relativa del 66%."

El diagnostico de la leishmaniasis ha sido un gran desafio, ya que sus caracteristicas clinicas
son similares a otras enfermedades comunes, como lo son la tuberculosis, la fiebre tifoidea y
la malaria. Los métodos de laboratorio confiables se vuelven importantes para el diagndstico
diferencial. Se necesitan con urgencia métodos rapidos para el diagndstico y la identificacion
de especies, junto con terapias, profilacticos y medidas de control que sean eficaces, seguros,

asequibles y faciles de administrar. '

Una de las herramientas por las cuales se ha optado para garantizar un diagndstico mas
efectivo de la leishmaniasis es el uso de aptameros por eso Ospina JD en el afio 2020 recopild
algunos estudios que se realizaron de los aptdmeros en donde describe que estos son
secuencias de ADN o ARN de cadena sencilla que adoptan la forma de estructuras
tridimensionales unicas, lo cual les permite reconocer un blanco especifico con gran afinidad.
Sus usos potenciales abarcan, entre otros, el diagnostico de enfermedades, el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos, la deteccion de riesgos alimentarios, la produccion de

biosensores, la deteccion de toxinas, el transporte de farmacos en el organismo y la



sefalizacion de nanoparticulas. En parasitologia, se destacan los estudios que se vienen
realizando en Leishmania spp., con la obtencion de aptameros que reconocen la proteina de
union a poliA (LiPABP) y que pueden tener potencial utilidad en la investigacion, el
diagndstico y el tratamiento de la leishmaniasis. Adicionalmente estos se pueden usar para en
varios objetivos como novedosa herramienta terapéutica, como transportadores de farmacos,
en la marcacion para imagenes bioldgicas, como biosensores, en la inspeccion de alimentos y

en la orientacion de nanoparticulas.'

En el ano 2021 Sarah M. realizé una revision sobre la leishmaniasis en el cual se buscod
recopilar el conocimiento actual sobre la epidemiologia, las manifestaciones clinicas, el
diagnostico y el tratamiento de esta enfermedad parasitaria. A nivel mundial se han
considerado las sales antimoniales como el tratamiento de primera linea. Sin embargo, en
India se observo un aumento dramético en la falla terapéutica hasta del 65% de los casos;
estos hallazgos también se han encontrado en otros estudios y han llevado al cambio de los
esquemas de tratamiento. Esta es una enfermedad tropical desatendida que afecta a las
poblaciones mas pobres del mundo en més de 90 paises de Asia, Africa, Oriente Medio y
América Central y del Sur. Se han caracterizado mas de 20 especies del parésito Leishmania
y se transmiten a partir de aproximadamente 70 tipos diferentes de flebotomos los cuales se
encuentran en todo el mundo y las especies tropicales pueden completar el ciclo de vida
durante todo el afio. En areas subtropicales, las especies s6lo pueden completar sus ciclos de
vida durante los meses mds célidos. Los flebotomos, que son mas activos durante la noche,

vuelan en silencio.'®

Como se ha mencionado anteriormente y como se destaca en este articulo del afio 2022 la
leishmaniasis es una enfermedad tropical transmitida por vectores que, dependiendo de la
especie causal, produce 3 manifestaciones clinicas diferentes: leishmaniasis cutanea, mucosa
y visceral. En Colombia, Leishmania (viannia) panamensis es responsable de hasta el 79% de
los casos. El diagnostico de leishmaniasis carece de un método estandar de oro y las pruebas
mas sensibles solo pueden realizarse en laboratorios con equipos especializados para realizar
qPCR, ELISA e IIF. En consecuencia, las moléculas sintéticas como los aptameros han
mostrado el potencial de desempefiar un papel en el desarrollo de biosensores precisos para el
diagnostico y seguimiento de la leishmaniasis en areas endémicas. En el estudio de Ospina J,

et al, se utilizaron muestras de suero de pacientes infectados con leishmaniasis cutdnea y de



mucosas para seleccionar aptameros de ADN que reconocen una proteina previamente
identificada que se denomind proteina D de Leishmania panamensis (LpD) como
biomarcador de leishmaniasis de mucosas a través de Systematic Evolution of Ligands by

Exponential Enrichment (SELEX)."

Marco Teorico

Leishmaniosis

La Leishmaniosis es una zoonosis parasitaria en las que diferentes especies de animales
actian como reservorios de este parasito. Dentro de su ciclo de vida se incluyen unos
mosquitos llamados flebotomos o también conocidos con el nombre de beatillas 0 moscas de
los arenales. Este pardsito se presenta bajo dos formas: amastigote (en hospedadores

vertebrados) y promastigote (en mosquitos y medios de cultivo). '*

A lo largo de los afios se han detectado mas de 20 especies de Leishmania los cuales son
transmitidos mas o menos por unos 60 tipos diferentes de flebotomos por lo cual la
Leishmaniosis se ha dividido geograficamente en viejo mundo, haciendo referencia al

hemisferio oriental y nuevo mundo, el cual hace referencia al hemisferio occidental.'

La hembra del mosquito flebotomo es la que transmite esta enfermedad a humanos y
animales, esta se encuentra activa principalmente durante las horas de la noche. Este vector
inyecta en la piel de su huésped el promastigote el cual es fagocitado por las células
mononucleares y se convierte en la forma de amastigote los cuales se multiplican y se
desarrollan dentro del sistema reticulo endotelial del huésped en donde causan las formas

sintomaticas y asintomaticas de la enfermedad (Figura 1)
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Figura 1. Ciclo de Vida Leishmania spp."

En los humanos la infecciéon por Leishmania puede presentarse en tres formas: La
Leishmaniosis cutdnea, mucosa y visceral, esto varia dependiendo la especie de Leishmania y

la respuesta inmune del huésped y otros factores.?

La leishmaniosis es una enfermedad tropical desatendida, tiene una frecuencia elevada en
areas rurales en donde afecta a las poblaciones mas vulnerables debido a que esta enfermedad
estd asociada en la mayoria de los casos por la malnutricion, el desplazamiento poblacional,
las inadecuadas condiciones de vivienda, la inmunodeficiencia, la falta de recursos, y en
muchas ocasiones también esta asociada a cambios ambientales como la deforestacion, la

urbanizacion y entre otros.

La OMS registré como es el comportamiento de Leishmania en las regiones a nivel mundial,
encontrando que en la region de Africa la forma visceral, cutanea y mucocutinea de la
enfermedad son endémicas por lo cual son habituales los brotes de LV, en cuanto a la region
de las Américas se evidencio que la epidemiologia de LC es muy compleja de determinar y
esto debido a la gran variedad que se presenta en los ciclos de transmision, la clase de
reservorios, el comportamiento de los vectores, las manifestaciones clinicas y la respuesta al
tratamiento que presentan los pacientes, en la region del Mediterrdneo Oriental se concentra

el 80% de los casos de LC del mundo , ademas la region de Europa presenta casos endémicos



de LC y LV que en su mayoria son importados de Africa y las Américas, por tltimo en la
region de Asia Sudoriental la LV es la principal forma en la que se presenta la enfermedad en
importante anotar que esta es la unica region que cuenta con una iniciativa para eliminar la

LV como problema de salud publica. *'

En Colombia, segtin el boletin del periodo epidemiologico 5 del 2022, hasta el momento van
notificados 1691 casos de los cuales 1320 se presentan en hombres y 371 en mujeres, la
poblaciéon madés afectada son los militares y el rango de edad donde se presenta mayor
presencia de la enfermedad es entre los 15 y 45 afios , siendo Antioquia el departamento con

mayor incidencia de casos.”

La leishmaniasis se presenta con tres manifestaciones clinicas la LC, LM y LV sin embargo
varios autores han determinado que respecto a LC esta se puede presentar de distintas formas
una de ella es la Leishmaniasis cutdnea diseminada, Leishmaniasis cutdnea difusa y
Leishmaniasis cutanea atipica, estos inician con una macula que es efecto de la picadura, alli
comienza el proceso de incubacion del parasito que va de 2 semanas a 2 meses , si la méacula
aumenta de tamano este se toma como el primer indicio de LC este va a evolucionar a nédulo
el cual se caracteriza por ser redondeado e indoloro, y que va a aumentar progresivamente
de tamafio hasta que se ulcera , esta lesion tiene como particularidades que es fondo limpio,
color rosado, tejido granuloso, redondeada, de bordes regulares y elevados, indolora y de
base indurada, si en algin momento esta lesion presenta dolor significa que estd infectada con

otro microorganismo (Figura 2). %

Figura 2. Leishmaniasis Cutanea **



Respecto a la Leishmaniasis cutanea diseminada esta es poco frecuente, sin embargo, tiene
importancia debido a que en algunas zonas tiene gran incidencia, se han distinguido 5 clases
de Leishmania causante de esta enfermedad como lo son L. (V.) braziliensis, L. (L.)

panamensis, L. (L.) amazonensis, L. (V) guyanensis y L. (V) mexicana.”

Su principal caracteristica es la aparicion de lesiones multiples papulares que en los inicios de
la enfermedad pueden aparecer con caracteristicas cldsicas como lesiones ulceradas,
granulomatosas y de bordes elevados, luego de este proceso y a medida de la diseminacion
del parésito por el cuerpo pueden aparecer cientos de lesiones que ya van a cambiar de
caracteristicas y tienen apariencia de acné que se pueden dar en diferentes partes del cuerpo

(Figura 3).

Figura 3.Leishmaniasis cutanea diseminada *
Referente a la Leishmaniasis cutanea difusa (LCD) esta forma ha sido reportada en varios
paises de américa latina en los que se encuentra Colombia , esta forma de la leishmaniasis se
distingue por ser grave y por ser la forma enérgica de la enfermedad ya que por efecto del
parasito o de la respuesta inmune del paciente este le impide que responda de manera
satisfactoria al tratamiento , suele confundirse con la lesiones de lepra lepromatosa ya que no
solo afecta la superficie de la piel sino que con su evolucién pasan a invadir el tegumento

(Figura 4).



Figura 4. Leishmaniasis Cutanea Difusa *

En cuanto a la Leishmaniasis cutdnea atipica (LCA) se manifiesta de forma de lesiones
circunscritas y a diferencia de las demas esta no es ulcerada (Figura 5), es producida por L.

(L.) infantum y se ha informado de su presencia en Centroamérica y Venezuela. **

An Pediatr (Barc). 2021;94:118-9

Figura 5. Leishmania Cuténea Atipica *’

Otro tipo de manifestacion es la leishmaniasis mucosa o mucocutdnea, para que esta se
presente se deben tener factores predisponentes como la genética la respuesta inmune del
paciente y la especie que produce la infeccion, el parasito mas frecuentemente es L. (V.)

braziliensis, seguido de L. (V.) panamensis y L. (V.) guyanensis.



Esta lesion se da por complicacion de una metastasis por via hematogena o linfatica de una
lesion cutanea distante, o por la picadura directa del vector en la mucosa, se puede presentar
meses o afios después de la forma cutanea por lo general se da en un rango de 2 afios después
de la aparicion de la primera lesion , en algunos casos se puede dar de forma simultanea con
LC ,el sitio cominmente afectado es el tabique nasal donde se presenta sensacion de
obstruccion, prurito, dolor, costra o rinorrea , el eritema, edema o infiltraciéon produce
aumento del volumen de la punta de la nariz y las alas nasales y puede extenderse tanto hasta
perforar el tabique nasal o incluso puede destruir todas las estructuras, por lo que causa una
deformidad, afectando otras zonas como el paladar o laringe (Figura 6), por lo que en

algunos casos se realiza amputacion del area afectada . %

Figura 6. Leishmaniasis Mucocutanea **

Por ultimo, la forma clinica mas grave de la leishmaniasis es la visceral que tiene un periodo
de incubacion que va de 2 semanas a 2 meses y que principalmente afecta a nifilos menores
de 5 afios, se da por la invasion de pardsitos y macrofagos infectados a organos y tejidos
hematopoyéticos.

El cuadro clinico se puede dar de forma leve, moderado o grave en un inicio se presenta
fiebre la cual puede ser constante o intermitente ademds de observarse la presencia de
esplenomegalia discreta que es un sintoma que presentan todos los pacientes, la
hepatomegalia que puede o no estar presente, las linfadenopatias, palidez mucocutanea y

pérdida de peso, que se da de forma lenta y progresiva.

El avance de la enfermedad se da con la persistencia de la fiebre y apariciéon de otros
sintomas como caida del estado general, anorexia, palidez intensa de mucosas, aumento del

volumen abdominal y hepatoesplenomegalia (Figura 7), este estado de inmunosupresion



avanzada conlleva a la presencia de leucopenia, hipoalbuminemia, trombocitopenia e

hipergammaglobulinemia lo que puede agravar la enfermedad y causar la muerte.”
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Figura 7. Leishmaniasis Viscera

Diagnostico de leishmania cutdnea y mucocutdnea , para la obtencion de la muestra esta se
puede tomar por medio de un raspado o una biopsia de la lesion que sea mas reciente.

En cuanto a técnicas se puede hacer un examen microscopico para la identificacion de
amastigotes esto se hace con tincion con Giemsa,estudio histopatologico de muestras
fijadas,cultivo en medio NNN el cual se debe mantener al menos 4 semanas, ya que el
crecimiento puede ser lento, identificacién de la especie por medio de un aislamiento con
anticuerpos monoclonales, analisis de isoenzimas, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

esta ultima util para el diagnostico en casos con baja carga parasitaria.*

Es importante realizar un diagnostico diferencial, las enfermedades con las que se puede
confundir este tipo de lesion son con picadura de insecto, ulceras traumaticas, nddulos
piogenicos, granuloma, infecciones por micobacterias, infecciones flingicas, lepra,

sarcoidosis, esporotricosis, sifilis, tumores cutaneos.

En cuanto a su tratamiento el fin de este es mejorar la cicatrizacion de las lesiones y prevenir
la diseminacion parasitaria o recaida, los antimoniales pentavalentes, parenterales,
intralesionales, amfotericina B, pentamidina, miltefosina y termoterapia son los tratamientos
que actualmente se ofrecen, sin embargo muchos de estos presentan efectos secundarios
como dolor musculoesquelético, toxicidad hepatica o cardiaca, nauseas, anorexia, mareo,

prurito, hipotension, necrosis en el lugar de puncion, alteraciones hematoldgicas y



electroliticas, hiperpirexia, malestar general, tromboflebitis, dafio renal, hipopotasemia,
anemia y hepatitis ademas de que su eficacia se ve reducida ya que en muchas ocasiones

depende de la especie de leishmania para tener una respuesta satisfactoria al tratamiento.’'

Respecto a la cirugia reconstructiva esta se emplea en los casos donde la nariz o cara estan
desfiguradas, y se realiza 12 meses después de que el paciente haya comenzado el

tratamiento para evitar el rechazo de injerto de piel en caso de presentar una recaida. *

En cuanto al diagnodstico de Leishmaniasis visceral este se determina principalmente por
prueba rapida inmunocromatografica, basada en antigeno recombinante rK39, junto con
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) o Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) , las pruebas
parasitologicas se realizan con el fin de determinar la presencia de parasitos en tejidos
infectados, principalmente la médula 6sea de la cual se puede hacer un examen directo o

aislamiento en cultivo (in vitro).*

Los farmacos de eleccion para tratar esta enfermedad son Anfotericina B liposomal,
antimoniales pentavalentes y anfotericina B desoxicolato, estos administrados bajo
supervision debido a los efectos secundarios y resistencia que estos presentan como
disminucién en la funcién renal, hepatica, cardiaca, y la hipersensibilidad que pueden
causar , no se recomienda el uso en menores de 1 afio y en mayores de 50 ni en embarazadas

o0 personas inmunosuprimidas.**

3.4 Aptameros

Los aptameros son oligonucledtidos monocatenarios cortos que se unen a moléculas diana
especificas, lo cual les proporciona una alta afinidad y una excelente especificidad hacia los
objetivos en estudio, debido a esto los aptameros pueden usarse como andlogos de los
anticuerpos. Los aptdmeros se producen a través de un procedimiento de evolucion molecular
in vitro, el cual los aisla especificamente para el objetivo de interés e involucra rondas
repetitivas de seleccion y amplificacion, denominadas SELEX el cual significa evolucion
sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial. Este puede ser empleado para
compuestos pequefios, proteinas, nanoparticulas y células vivas. Debido a lo anterior se
puede considerar que la principal ventaja de este procedimiento es seleccionar aptameros,

como afinidad basada en acidos nucleicos.?



A lo largo de los afios, los aptdmeros se han venido convirtiendo en una alternativa
prometedora a los anticuerpos, ya que tienen mayor estabilidad térmica y quimica,
adicionalmente su sintesis quimica simple reduce el costo de producciéon y también es posible
realizar modificaciones a través del proceso de sintesis quimica para hacerlos mas adaptables.
para diferentes aplicaciones.*®* Ademas, los aptameros pueden bloquear la funcion de las
proteinas diana y como resultado, pueden ser una buena opcion para el desarrollo de nuevas
terapias para las infecciones, se utilizan también para desarrollar nuevos farmacos, como
agentes de diagndstico y de bioimagen, analiticos, inspeccion de alimentos y deteccion de
peligros *¢. Dentro de otras funciones de los aptimeros esta incluida su capacidad para
bloquear la interaccion receptor-ligando o activar la funcion de los receptores diana, asi como
también pueden actuar como portadores de diana prometedores para administrar agentes
terapéuticos de forma selectiva a las células dianas. Pero también se debe tener en cuenta que
los aptameros cuentan con algunas desventajas como por ejemplo que son sensibles a la
degradacion enzimatica por nucleasa en las células y la circulacion sanguinea lo cual causa
desafios con respecto a la administracion topica o sistémica de este tipo de medicamentos, ya
que debido al bajo peso molecular y el corto tiempo de permanencia de los aptameros en la

circulacion se generan algunos inconvenientes con respecto al control de la filtracion renal.’’

Estructura y propiedades de los aptameros

En la figura 8 se observa como un aptdmero posee una estructura tridimensional especifica, lo
cual les permite unirse con mayor afinidad y especificidad a la molécula diana de interés,
adicionalmente son mas flexibles, por lo que pueden unirse a epitopos interiores los cuales no
son accesibles por los anticuerpos y tienen mas estabilidad, ya que después de someterlos a
desnaturalizacién pueden volver a su conformacién primaria sin pérdida de la actividad *.
Los aptameros presentan diversas ventajas debido a sus propiedades quimicas y biologicas
dentro de las cuales estan: su potencial obtencion frente a proteinas no inmunogénicas, su
capacidad de regeneracion, su estabilidad a temperatura ambiente, las posibilidades de
modificacion de su estructura, bajos costos de produccion debido a que se pueden obtener
mediante sintesis quimica, evitando el uso de animales o células, su alta reproducibilidad y su

capacidad para ser marcados.*®
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Figura 8. Representacion esquematica del funcionamiento de los aptdmeros *

Aplicacion de los aptameros

Los aptameros se han aplicado en diversos campos de la vida como por ejemplo el desarrollo
de nuevos farmacos, agentes de diagndstico, reactivos analiticos, inspeccion de alimentos y
deteccion de peligros, entre otros. Estas aplicaciones se dan gracias a sus funcionalidades
como lo son: su capacidad para bloquear la interaccion receptor-ligando o activar la funcion
de los receptores, también pueden actuar como portadores de diana para administrar agentes
terapéuticos de forma selectiva a las células diana *.

Algunas de las aplicaciones son las siguientes:
e Aptameros de ADN bacteriano

Existen cepas de bacterias multirresistentes (MDR) como por ejemplo algunas cepas
de Salmonella, las cuales se han desarrollado debido al uso inadecuado de
antibioticos. Como consecuencia, se requieren nuevos agentes antimicrobianos para
combatir estas cepas resistentes. En estudios se ha reportado que la incubacion de 30
minutos de aptamero especifico con cepas de S. typhimurium y S.enteritidis, inhibe
significativamente el crecimiento, el efecto antimicrobiano de este aptdmero podria

ser el resultado de la despolarizacion de la pared celular bacteriana.*!
e Aptameros como agentes terapéuticos
En cuanto a la aplicacion de aptameros como agentes terapéuticos, estos han tenido un

gran auge, debido a sus dos formas de uso: la primera es como moléculas efectoras

para reconocer un receptor y ejercer la funcion terapéutica y otra es ser usados como



vehiculos para la entrega de una molécula secundaria, que es la que tiene la
propiedad terapéutica, existen aptdmeros ya en fase clinica o aprobados para

diferentes enfermedades como se observa en la Tabla 1. #

Aptéamero Molécula diana Uso/Indicacién Fase clinica Ref.
Pegaptanib -sodico VEGF Degeneracién macular asociada a la Aprobado [46]
(Macugen®) edad (DMAE)

Retinopatia diabética Faselll [47]
Oclusién de la vena retiniana Fasell [48]
ARC1779 (Archemix) Factor vonWillebrand ~ Microangiopatia trombética Fasell [49]
E10030 (Ophthotech)  PDGF-B DMAE Fasell NCTO1-
089517
AS1411 -AGRO001 Nucleolin Leucemia mieloide aguda Fasell [50]
{Antisoma —
Archecmix)
REG-1-RB006/RBOD7  Factor IXa Intervencion coronaria percutanea Fasell [51]
(Regado Bioscience)
NU172 (ARCA Trombina Cirugla de derivacion de las arterias Fasell [52]
Biopharma) coronarias
ARC1905 s DMAE Fasel [53]
(Ophthotech)
NOX-A12 (NOXXON SDF-1a Linfoma Fasel [54]
Pharma)
NOX-E36 (NOXXON CCL2 Diabetes tipo 2 y nefropatia diabética Fasel [54]
Pharma)

Tabla 1. Aptameros aprobados para enfermedades *!

e Aplicaciones terapéuticas basadas en aptameros para la inhibicion de la

formacion de biopeliculas

Existen infecciones cronicas causadas por cepas formadoras de biopeliculas, las
cuales son comunidades de microbios que se ubican en la matriz de exopolisacaridos
las cuales pueden adherirse a las superficies, estas estan asociadas con la acumulacion
de bacterias que tienen un perfil de resistencia a los antibidticos mucho mas complejo,
debido a la falla de los antibidticos en penetrar la capa de polisacaridos®. El
tratamiento de las infecciones por biopeliculas es actualmente un problema grave y la
terapia con antibioticos por si sola suele ser inadecuada. Por lo cual se ha venido

estudiando la interaccion de las biopeliculas con los aptdmeros. Se ha demostrado



que, en presencia de los aptameros, las células son atacadas mas facilmente por los
antibioticos, en Salmonella el resultado de la interaccion resulta en la restriccion de la
frecuencia de rotacion bacteriana, debido a que el incremento de la repulsion
electrostatica de las células, impide la formacion de biopeliculas maduras como se
representa en la figura 9. Por esta razén, se podria concluir que el uso de
pretratamiento con aptamero podria eliminar la necesidad de antibidticos altamente

potentes en dosis altas *
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Figura 9. Efecto del aptamero como agente anti-biopelicula

e Aptameros para la inhibicion de toxinas microbianas

Las toxinas son moléculas bioactivas muy poderosas las cuales le confieren a las
bacterias patdgenas un factor de virulencia esencial para causar dafio en el organismo
del huésped por medio de distintas vias fisiopatologicas, ademas muchas toxinas
pueden atacar neutrofilos y macréfagos lo que provoca reduccion en las respuestas
inmunitarios lo que a su vez genera un ambiente propicio para la proliferacion
bacteriana causando persistencia de la infeccion alterando la estructura de las células

cuando las toxinas degradan las vias de sefializacion.*

En la Figura 10, se puede evidenciar en la parte A que cuando no hay presencia de
aptameros, después de la union se forma un poro poro donde el heptdmero de la

toxina se inserta en la célula objetivo y conduce a la lisis celular. Cuando hay



presencia de aptamero, después de la union, no se produce la formacion de poros por
eso se inhibe la lisis celular. En la parte B estd la presencia de célula presentadora de
antigenos (APC) vy la enterotoxina estafilococica (SE) . SE unido a MHC clase 1 y
TCR se expresa en células T CD4+. Las interacciones de MHC de clase II, SE y TCR
pueden dar como resultado una hiperactivacion de las células T, lo que lleva a una
proliferacion de estas ultimas y al estallido incontrolado de numerosas citocinas y
quimiocinas proinflamatorias. Lo que hace el aptamero es inhibir la activacion de las
células T, por lo que no se produce la produccion de citocinas. En la parte C esta el
antigeno protector (PA), el cual se une al receptor de toxina del antrax que luego
interactua con el Factor letal (LF) para formar la toxina letal. La translocacion de LF a
través del canal del heptdmero PA hacia el citosol de la célula huésped da como
resultado la muerte celular. Los aptadmeros bloquean el sitio activo de LF y conducen
a la supervivencia celular. Por ultimo en la parte D se encuentra el BONT, botulinico,
el cual se internaliza en los endosomas. En el citosol, la proteolisis por la cadena
ligera escinde las proteinas SNARE (sinaptobrevina, SNAP25 y sintaxina) en las

neuronas y previene la liberacion de acetilcolina.*
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Figura 10. Funcion de los aptdmeros frente a toxinas bacterianas **

e Aptameros como vehiculos de suministro intracelular

Los aptameros pueden unirse especificamente a las moléculas receptoras de la

superficie celular. Por lo tanto, los sistemas de administracion basados en aptameros



pueden mejorar la entrada celular de los agentes terapéuticos. Los aptameros se
pueden disefiar para una amplia gama de aplicaciones las cuales se pueden evidenciar
en la Figura 11 en donde mediante la unidén con acoplamiento de nanoparticulas,
farmacos u otros acidos nucleicos logran desempefian un papel importante en la

internalizacion celular.*
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Figura 11. Aplicaciones terapéuticas de los aptameros
e Aplicacion de Aptameros en el tratamiento de infecciones virales

A causa de las mutaciones constantes que sufren los virus, muchos medicamentos
virales son ineficaces. Ademds, muchos medicamentos antivirales pueden causar
efectos secundarios graves o pueden interferir con otros fArmacos y provocar una baja
eficacia.* Una alternativa como tratamiento dirigido, los aptdmeros se pueden aplicar
contra una variedad de virus. Pueden ser efectivos en la terapia antiviral a través de
varios métodos, ya que pueden llegar a suprimir la replicacion del 4cido nucleico al
inhibir el ensamblaje de la nucleocapside que reduce el ADN extracelular.** Con la
elaboracion de varios estudios a través del método SELEX .se ha podido desarrollar el
tratamiento para varias infecciones virales como se puede evidenciar en la siguiente

tabla:



Organismo Tipo de Objetivo Efecto terapéutico aptamero

aptamero

VHB ADN Proteina central - Impedir el ensamblaje de la nucleocépside
- funcionan suprimiendo la replicacion del VHB

VHC ADN Proteina envolvente - Inhibicién de la unién del virus a las células huésped

gripe A ADN Proteina hemaglutinina - Blogueo de la unién del virus a los

virus receptores de las células diana
- prevencion de la invasion del virus en las células huésped

virus del ébola ARN VP35 - Interrumpir la interaccién eVP35- NP

VIH-1 ARN proteina mordaza - Inhibir la replicacion del VIH-1

VHS-1 ARN proteina gD - Bloqueo de las funciones gD

virusvaccinia  ADN Proteina hemaglutinina - Reconocer proteinas
expresado en la superficie de células infectadas por VW

gripe B ARN Proteina hemaglutinina - Fusién de membrana mediada por HA inhibida

Virus

scv ARN nsP10 - Inhibe la actividad de desenrollado del ADN de doble cadena de la
helicasa

virus de la rabia ADN Bloqueando la interaccién - Reduccidn de la replicacién viral en un modelo de infeccion in vitro

entre el virus de |a rabia y los receptores permisivos de la

célula huésped

VP35proteina viral 35,notario pibliconucleoproteina,nsP10NTPasa/Helicasa

Tabla 2. Aptameros para el tratamiento de infecciones virales *

e Aplicacion de aptameros en el tratamiento de infecciones parasitarias

Existen varias estrategias para el desarrollo de aptameros especificos de
parasitos, los cuales pueden prevenir la interaccion entre el pardsito y el
huésped. Como por ejemplo en un estudio de Ulrich et al, se identifico un
aptamero que podria bloquear las interacciones receptor-ligando entre
Trypanosoma cruzi y células huésped epiteliales del rifion de mono LLC-MK2
y, por lo tanto, inhiben la invasion celular. ** Los aptdmeros pueden inhibir la
funcién de las proteinas, la proteina de membrana eritrocitica 1 (EMP1) es un
factor clave en la patogenicidad de la Plasmodium falciparum, esta proteina
participa en la adhesion del parasito a los eritrocitos. Los aptameros de ARN
especificos pueden detectar esta proteina en la superficie de los eritrocitos

infectados. Asi que los aptameros actian como un farmaco anti-rosetas. **
Principios de las tecnologias de deteccion basada en aptameros
El diagnostico de enfermedades transmisibles se realiza a través de pruebas de laboratorio,

exploraciones por imagenes o biopsias, las cuales son el primer paso para controlar las

enfermedades transmisibles.”” Las pruebas de laboratorio, incluidos los métodos



microbiologicos, los métodos inmunoldgicos y la PCR, estan ampliamente disponibles, se
usan diariamente y son confiables, pero a su vez presentan varias desventajas, por lo que se le
ha apostado a los métodos de diagnéstico alternativos que incluyen tecnologias de
diagnostico basadas en aptdmeros. Los aptameros también se denominan "anticuerpos

quimicos" y ofrecen ventajas unicas en comparacion con los anticuerpos. *°

Existen varias tecnologias basadas en aptameros para la deteccion de microorganismos,

dentro de las cuales se encuentran las siguientes:

e Ensayo de oligonucledtidos ligados a enzimas (ELONA)

Esta tecnologia, en lugar de utilizar anticuerpos como en la técnica ELISA usa los
aptdmeros como el principal elemento de reconocimiento molecular lo cual le
confiere ciertas ventajas, como por ejemplo que los aptdmeros se marcan facilmente
con biotina o colorantes de moléculas pequenas que no afectan significativamente la
especificidad y la afinidad de unién por las moléculas diana. *°

Al igual que la ELISA hay varios tipos de ELONA los cuales estan representados en
la Figura 12, en donde en la parte A se puede observar la ELONA Directa, en donde
se evidencia que las muestras se recubren en la parte inferior del pocillo y se detectan
utilizando el aptamero de deteccion de analito marcado con biotina. Cabe aclarar que
entre mas fuerte sea la sefial esto indica que hay mas analitos. En la parte B se
representa la ELONA Sandwich en el cual se utiliza un aptamero dirigido al analito el
cual se inmoviliza en el fondo y las muestras se agregan a los pocillos. Después los
aptameros inmovilizados capturan los analitos y los detectan utilizando otro aptadmero
dirigido a analitos. Y por ultimo en la parte C tenemos la ELONA Competitiva en
donde los aptameros dirigidos al analito se inmovilizan en el fondo de la placa de los
pocillos. Luego se afiaden las muestras y un estdndar conjugado conocido a los
pocillos de forma sincrénica para permitir que los analitos compitan con la sustancia
estandar. La sefial mas débil indica mas analitos *.

Hay que tener en cuenta que para estos dos ultimos se debe inmovilizar el aptdmero
primario en la superficie del soporte solido lo cual se puede llevar a cabo mediante

reacciones fisicas y quimicas.
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Figura 12. Principios ELONA *

e Ensayo de flujo lateral basado en aptameros (ALFA)

Este es utilizado para detectar objetivos en muestras liquidas, se compone de cinco
partes, primero estd una almohadilla para cargar la muestra; luego una almohadilla
que contiene el conjugado de moléculas de reconocimiento especificas del objetivo
con particulas coloreadas o fluorescentes (CP); después hay una membrana que
inmoviliza el sensor que reconoce objetivos en la linea de prueba y moléculas que
capturan el conjugado de la almohadilla de conjugado en la linea de control; una
almohadilla absorbente para absorber el flujo de liquido de muestra a través de la
almohadilla de conjugado y la membrana; y una almohadilla de respaldo de apoyo
para el sistema, asi como se evidencia en la Figura 13. Esta tecnologia tiene dos
formatos: el ensayo directo en el cual las muestras se infiltran en la almohadilla de
conjugado donde los objetivos se unen a las moléculas de reconocimiento conjugadas
con CP. Los CP se detienen en la linea de prueba Las CP restantes son capturadas y
retenidas por las moléculas de union de CP inmovilizadas. Como resultado, tanto la
linea de prueba como la de control se colorean. Sin embargo, si la muestra carece del
objetivo, solo se colorea la linea de control. Y el ensayo competitivo tiene el mismo
principio que el de los ensayos directos, pero la interpretacion de los resultados es
inversa, lo que quiere decir que un resultado de linea de dos colores indica

negatividad y una linea de solo control indica positividad.*’
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e Aptasensor

Los biosensores son sistemas de deteccion de analitos bioldgicos, en la Figura 14 se
representa graficamente que esta tecnologia contiene un elemento sensor de
bioreconocimiento, un transductor de sefiales y una unidad de procesamiento de
sefiales.® Este elemento puede ser anticuerpos inmovilizados, aptameros de acidos
nucleicos o proteinas, enzimas o incluso células. Los biosensores que utilizan
aptdmeros como elementos de reconocimiento se denominan aptasensores. Estos
aptasensores se clasifican ademds como transductores de sefial Opticos,

electroquimicos o sensibles a la masa *
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Figura 14. Biosensores con Aptameros *°

Los aptasensores Opticos generalmente se dividen en modelos de aptameros marcados
y sin marcar segin la modificacion del aptamero. En el modelo de aptdmero marcado,
los aptameros se marcan con moléculas Opticamente activas, como tintes
fluorescentes o materiales colorimétricos o luminiscentes. En un modelo de aptamero
no marcado, el bioreconocimiento induce un cambio en las propiedades de la

superficie que es detectado por un sistema Optico. *°
Fluorofotometria basada en aptameros

Los aptameros marcados con fluoroforo se pueden usar como sondas para detectar
objetivos de interés mediante un citometro de flujo, microscopia fluorescente o un
fluorometro. Un protocolo clasico para la deteccion de células cancerosas consiste en
marcar las células cancerosas utilizando aptameros marcados con fluordforos

especificos obtenidos mediante cell-SELEX. #°
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Figura 15. Sondas aptdmeras marcadas con fluoréforo

La figura 15 ilustra como este método es usado principalmente para detectar
biomoléculas y microorganismos como virus, clamidia y micoplasma, que no se
pueden aislar mediante técnicas de centrifugacion ordinarias, perlas magnéticas
inmovilizadas con aptamero o perlas de agarosa. Los aptameros conjugados o

marcados con fluoroforo se pueden usar como sondas para detectar patogenos y



toxinas microbianas mediante varios métodos, que incluyen citometria de flujo,
microscopia fluorescente y fluorimetria. La intensidad de la sefial fluorescente
resultante refleja la cantidad de objetivo presente. Aunque los ensayos de sonda
fluorescente basados en aptameros son de bajo costo, simples, rapidos e intuitivos,
tienen desventajas dentro de las cuales estan la inmovilizacion de aptameros, la
dependencia de la precision de los aparatos experimentales, un requisito para la

configuracion de control logico y baja sensibilidad.*

Ensayo de amplificacion basado en la captura de patéogenos mediada por

aptameros

Enfoque viable para detectar analitos raros es la inmunocaptura o el atrapamiento de
aptameros, en los que se utilizan anticuerpos o aptdmeros inmovilizados para un paso
de enriquecimiento inicial. Para detectar proteinas y otras moléculas pequefias, se
puede utilizar la captura de aptdmeros para la captura de objetivos. La captura de
patogenos mediada por aptameros se combina frecuentemente con PCR u otras
tecnologias de amplificacion de acidos nucleicos para aumentar la sensibilidad de
deteccion. Debido a que los aptameros de acidos nucleicos pueden amplificarse
mediante PCR, se pueden considerar para la deteccion dos estrategias de

amplificacion por PCR que utilizan acidos nucleicos del analito o aptameros como

moldes de PCR.%

Aptameros aplicados para la deteccion de patogenos

Asi como se ha mencionado que los aptameros tienen varias aplicaciones estos
también son dirigidos a varios tipos de agentes patdogenos como las bacterias, virus,
hongos y parasitos, y para cada uno de estos han realizados estudios que ya han

determinado algunos aptdmeros para su deteccion.
% Virus
Los virus son parasitos intracelulares obligados con un didmetro de 20 a 300

nm. Generalmente, las particulas virales (viriones) consisten en un genoma de

ADN o ARN y una cubierta proteica protectora del genoma conocida como



47 A pesar de su estructura simple, los virus pueden causar una

capside
variedad de enfermedades en animales y plantas. Debido a lo anterior la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que mas de 15
enfermedades endémicas o epidémicas, incluida la actual pandemia de
COVID-19, son causadas por virus. Por eso es importante hacer una deteccion
temprana ya que es una etapa crucial de la intervencion de respuesta a
epidemias y permite la implementacion rapida de medidas de contencion para
reducir el riesgo de amplificacion y posible propagacion. Para lograr este
objetivo se ha optado por utilizar tecnologia basada en aptdmeros para la
deteccion de las particulas virales **. En la tabla 3 se evidencia algunos de los
aptameros de acidos nucleicos dirigidos hacia algunas especies de virus. Cabe

resaltar que la mayoria de estos aptameros se seleccionaron usando proteinas

de superficie viral como objetivos.

Virus wbjetive de aptémera Kd Método de deteccién Limite de deteccitn Referencia

Parvovirus del pato virus entero 467 nm Ensayo colorimétrico basado en AUNP Chip TS — [55]

virus del ébola Proteina GP 4,1 nm de deteccién contralade per magnetismo 4,2 ng/mL [56]

Virus de la fiebre aftosa VP1 estructural - FRET competitivo 25 ng/mL 571

polipéptide

virus de la hepatitis & antigeno E 0,4 nm ELOMNA 0,1 ng/mL [58]

virus de la hepatitis ¢ Antigeno central 100 nm ESPARTO 10 pg/mL [59]

VIH-1 La transcriptasa inversa 0,71 nm Ensayo de radiactividad bazade en aptémaros PCR de captura 100 viriones [60]

Virus de la gripe HIN1 virus completo 55,14 nm de aptdmeros o sonda de fluorescencia 6.4x10-3HAU o [61,62]

0,032 HAU

Virus de la gripe H5N1 Proteinas HA1 153 nm Aptasensor electroquimice o aptasensor de dispersidn 100 FM o 10-sHAU [63, 64]
Raman mejorade en superficie

SARS-CoV proteina N 1,65 nm Chig de aptamero de nanomatriz o sonda de aptamero 2pg/mlo 0,1 [65, 66]
fluorescente pa/mL

SARS-CoV-2 RBD 6,05 nm Aptamero-qPCR amplificacién de sefal 20:00 671

Flebre intensa con sindrome de rombocitopenia virus de la proteina de la 0,8 pm ELONA 2 pgfmb [681

nucleocapside

virus zika proteina NS1 45p.m. /134  ELONA 100 ng/mL 691

virus de la enfermedad de newcastle virus entero 31 nm /781 ELOMNA PR —— [701

Tabla 3. Aptameros representativos para la deteccion de virus

«» Bacterias

Las bacterias son organismos microscopicos unicelulares que existen en
millones de entornos, tanto dentro como fuera de otros organismos *°. Debido
a su significante tamano, las bacterias se pueden recolectar usando una
centrifuga y la mayoria de los aptameros contra bacterias se pueden
seleccionar con SELEX basado en células enteras *. En la tabla 4 se encuentra
informacion de algunos de los aptameros que se han estudiado para la

deteccion de bacterias.



Virus objetiva de aptimero Kd Método de deteccidn Limite de deteccién Referencia
B. bifido Célula entsra 10,69 nm bioensayo colorimétrico 10000 UFC/mL 211

C jefuni Célula entera 294, nm APLasensor colonmetrnce 100 UFC/mL 1122)
E.coli 8739 Proteinas de la membrana externa 1,65 nm Competitivo FRET 30/ml 123

E. colfD157:H7 Célula entera 10,2 nm aptasensor QCM 1460 UFC/mL [124]

L monacytogenes Célula entera 74,4 04874 nM PCR de captura de anticuerpos o sonda de fluorescencia 5075 UFC/mL [125, 126]
Tuberculosis M. Antigeno Ag85A/HspX 63 nM o 90 nM Sonda de flusrescencia a ENOLA 1,5nMo 10 pg [127-130]
N. meningitidis Célula entera 283 nm Citametria de flujo 100 UFC/mL [131

P. mirabilis Célula entera 4,1 nm Aptasensor fluorescente 526 UFC/mL 1321

P. aeruginosa Célula entera 17,27 nm Sonda de aptdmero fluoromeétrico Aptasensor 1 UFC/mL [133)

5. enterica Vi-antigeno 63B,6 nm electroquimico Aptasensor de impedancia 100 pg/mL [134)

5. typhimurium Célula entera 58,5 nm electroquimica Ensaya colorimétrico basado en 80 UFC/mL [135)
S.enteritidis Célula entera 309 nm aptimeros Aptasensor impedimétrico 1000 UFC/mL [138]

5. dysenteriae Célula entera 23,47 nm 1 UFC/mL [13n

5. aureus Célula entera 1.39 pM Aptasensor electroguimico 1 UFC/mL [138, 139]
V. fischeri Célula entera 128 pM/1,25 nM ALFA 40 UFC/mL [140]

V. parahemolyticus Célula entera 16,88 nm Captura basada en aptdmeros/aptasensor colorimétrico FCR 10 UFC/mL [51, 141, 142]
V. vulnificus Célula entera 26,8 nm de captura de aptdmeras 8 UFC/mL [143])

Tabla 4. Aptameros representativos para la deteccion de bacterias *

% Hongos

Para detectar enfermedades fungicas, los aptdmeros se han utilizado en contra
de las micotoxinas lo cuales son metabolitos secundarios toéxicos producidos
por los hongos. Sobre la base de estos aptameros, se han desarrollado muchos

aptasensores para la deteccion de varias micotoxinas. También se han

desarrollado aptdmeros de nucleotidos dirigidos a hongos infecciosos. *°

+ Parasitos

-Plasmodium: Varios aptameros dirigidos contra este pardsito se han
desarrollado y algunos se han utilizado para el diagnostico. Para seleccionar
un objetivo de aptamero para P. falciparum, Singh et al. realizé un estudio en
donde inmovilizado P falciparum glutamato deshidrogenasa (PfGDH, para
SELEX) o glutamato deshidrogenasa humana (hGDH, para contra SELEX) en
membranas de PVDF para proteina-SELEX. Se obtuvo un aptdmero de ADN
con una afinidad para detectar PfGDH en muestras de suero. En el estudio
acoplaron este aptamero con puntos de carbono como sonda, también
acoplaron el aptamero con un tinte como receptor para una reaccion catalizada

por enzimas, y aplicaron este aptamero como la captura en un biosensor de

transistor de efecto de campo. *



-Leishmania: Se aislaron 2 aptameros de los cuales uno de ellos se marcé con
digoxigenina. Esta se uni6 a H3 y usé un anticuerpo anti-digoxigenina

marcado con HRP para la deteccion.*

e Potencial de la tecnologia de aptameros en la terapéutica de enfermedades

transmisibles

Las enzimas patdgenas criticas y las proteinas funcionales se pueden utilizar como
objetivos para el desarrollo de aptameros para controlar la propagacion de patdgenos.
Los aptameros pueden actuar como ligandos activadores de enzimas y vias de
sefializacion celular. Estos activadores inmunitarios y enzimas anti infecciosas pueden
utilizarse como objetivos para el desarrollo de aptdmeros para mejorar las respuestas
inmunitarias del huésped contra la infeccion. Para los aptdmeros funcionales, los
objetivos ideales son dominios funcionales de proteinas. Los aptameros no
funcionales se pueden aplicar como vehiculo de administracion de farmacos para la
terapia dirigida en el control de enfermedades infecciosas. Estos aptaimeros pueden ser
aplicados directamente o combinado con varias nanoparticulas para administrar

siRNA o medicamentos anti infecciosos a las células u 6rganos infectados.*

e Control de Patogenos

Se pueden aplicar tres tipos de tecnologia mediante el uso de aptameros para el
control de la propagacion de patdogenos: En primer lugar los aptameros que se dirigen
a las proteinas de la superficie viral o del huésped que median la entrada en la célula
huésped; Por otro lado los aptameros que se dirigen o bloquean las proteinas
patogenas necesarias para la propagacion; Y finalmente los aptameros dirigidos a

45

toxinas secretadas por patogenos *; estas tecnologias se pueden evidenciar

graficamente en la Figura 16.
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Figura 16. aplicaciones de aptdmeros en el control de infecciones por patogenos *°

e Terapia dirigida

Debido a que los aptameros se unen especificamente a sus objetivos, se pueden
aplicar como vehiculos para agentes anticancerigenos o anti patdgenos para dirigir
farmacos a lugares especificos *.

La administracion de objetivos basada en aptameros se ha aplicado para controlar
enfermedades bacterianas y parasitarias. Como por ejemplo en un estudio un
aptamero de ADN dirigido S. aureus fue utilizado como puerta de guia y liberacion
de farmacos de una nanocapsula cargada con vancomicina o la nanoparticula de acido
polilactico-co-glicolico encapsulada con teicoplanina para inhibir la propagacion de S.
aureus ®.

Algo que cabe resaltar es que, debido a que los aptdmeros dirigidos a patdogenos se
pueden obtener facilmente, la administracion de agentes anti patégenos guiada por
aptameros es una terapia prometedora para enfermedades infecciosas que es eficiente,
especifica y conlleva un bajo riesgo de infecciéon de amplio espectro. resistencia a las

drogas *.



Mejora del Sistema Inmunoldgico

La funcion principal del sistema inmunologico del huésped es la proteccion contra la
invasion viral, bacteriana y parasitaria. Las respuestas inmunitarias del huésped se
inician mediante el reconocimiento de antigenos patogenos durante la invasion °'. La
senal reconocida es transducida y amplificada por diversas vias de transduccion de
sefializacion inmunitaria. Para defenderse de estas respuestas, los patdgenos utilizan
estrategias especificas para suprimir el sistema inmunitario del huésped, asi como se
observa en la figura 17. Una de estas estrategias es la produccion de
inmunosupresores ya sea por secrecion o presentacion en la superficie de la célula
huésped o autdloga. En este contexto, se pueden aplicar aptdmeros para bloquear

inmunosupresores patdgenos para recuperar el sistema inmunolégico del huésped *.

Subdued
immune system

Virus o _l A ; ; \

Bacteria\g% /
\ Normal
immune system
Fungi o

* k9 03
Parasite —, V i

° Pathogen-derived immunosuppressol

Activated
? Aptamers against pathogen-derived immune system
Immunosuppressor q
J N g
Immune-related molecules ='-0==O > ¢ °H° U
? Aptamers against host immuno-
stimulators

Figura 17. Representacion esquematica de aplicaciones de aptameros en la mejora de

la inmunidad del huésped durante la infeccion por patdogenos.



Tipo De Investigacion y Metodologia

Esta investigacion es cualitativa y de cardcter documental la cual mediante revision
bibliografica disponible en base de datos en inglés y espanol (eje. PUBMED, Oxford
AcadeCMIs Journal, Mendeley, Sciencedirect, SpringerLink, entre otras). Se realiza una
recopilaciéon de la informacion en los diferentes articulos de investigacion, articulos de
revision que van desde el afio 2001 hasta la actualidad, y también se soporta informacion de
libros que estén relacionados con el uso de aptdmeros como nueva herramienta diagnodstica
para leishmaniosis. Estos articulos se leyeron, interpretaron y analizaron para escribir la

revision.

Universo y Poblacion

Informacién disponible en bases de datos en inglés y espaiol: articulos de investigacion,
articulos de revision, informes, libros y paginas web relacionadas con el uso de Aptdmeros

para el Diagnostico de Leishmania.

Muestra

Se realiz6 busqueda bibliografica en articulos cientificos publicados desde el afio 2001 hasta
el afio 022 que recopile informacion del uso de aptameros , del comportamiento, tratamiento

y diagndstico de la leishmania en el territorio.

Resultados y discusion

Se realizo la revision de 100 documentos procedentes de diferentes bases de datos, las cuales
fueron. PUBMED, Nature, Oxford AcadeCMIs Journal, Mendeley, Sciencedirect,
SpringerLink, entre otras, de los cuales se seleccionaron 52 documentos que corresponden

con el tema a tratar en esta investigacion (Figura 18).
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Figura 18. Totalidad de documentos revisados y seleccionados. Elaboracion propia

Para la revision realizada se tuvieron en cuenta articulos tanto en inglés como espafiol siendo

este ultimo el idioma mas prevalente en la investigacion.
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Figura 19. Idiomas considerados en la busqueda bibliografica



En la revision bibliografica se utilizaron articulos comprendidos desde el afio 2001 hasta el
presente ano, siendo del afio 2021 la mayoria de ellos, con el fin de realizar lo mas

actualizada posible la investigacion (Figura 20).
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Figura 20. Afios de los articulos utilizados

Los tipos de referencias consultadas se clasificaron en tres grupos, un 51% fueron articulos

de revision, 16 % paginas web y el 33 % articulos de investigacion.

Los aptameros son secuencias de ADN o ARN de cadena sencilla que tienen como ventaja la
capacidad para unirse a moléculas diana lo que permite que sean especificos y se puedan
focalizar hacia el objetivo, ademds de contar con una mayor estabilidad térmica y quimica

frente a otros métodos. **

Se pudo indagar acerca de la estructura que le permite a los aptameros llegar a ser una buena
herramienta para diagnosticar estas enfermedades; debido a que los aptameros al ser de DNA
y RNA se pudieron obtener mediante seleccion in vitro y han ido evolucionando de la misma
manera. Estos son seleccionados a partir de poblaciones combinatorias mediante un proceso
conocido como SELEX el cual les concede la capacidad de unirse especificamente a un
determinado ligando. Desde la aparicion de este método en 1990, se han obtenido numerosos

aptdmeros con alta especificidad y afinidad frente a un amplio rango de moléculas diana,



entre ellas proteinas, acidos nucleicos y complejos macromoleculares que tienen gran
relevancia.

La tecnologia ya estructurada de los aptameros empez6 en este mismo afio cuando tres
grupos de investigacion descubrieron que los &cidos nucleicos, ademas de tener un
papel en la replicacion, transcripcion y traduccidn, tenian la capacidad de plegarse y
adquirir estructuras tridimensionales Unicas que le permitian unirse de forma
especifica a una amplia gama de moléculas orgénicas, lo cual les confiere una alta
afinidad y especificidad de reconocimiento, adicionalmente se identificaron las
caracteristicas que se requieren para obtener un aptamero especifico para la identificacion de
estos parasitos como lo son capacidad de conservacion a largo plazo en temperatura
ambiente, su alta pureza y su facil obtencion, ya que al ser in vitro no depende de células o
animales por lo que se considera un proceso sencillo y reproducible con muy poca variedad
entre sus producciones, ademas de permitir elegir las condiciones de selectividad para
obtener aptameros con las condiciones deseadas para el diagnostico de la enfermedad.

El proposito de utilizar los aptameros como método diagnostico de parasitosis de importancia
en la salud publica es lograr detectar proteinas especificas de cada parasito, como por
ejemplo en el caso de Leishmania principalmente se busca detectar la proteina H3 lo cual se
logra aislado un grupo de aptadmeros obtenidos de una secuencia especifica de ADN del
parésito el cual es llamado SELH3, este se une a Leishmania infantum H3 con alta afinidad y
especificidad, lo que le confiere a esta nueva poblacion de aptdmeros anti-H3 tener una

aplicacion potencial como sistema de diagnostico para la leishmaniosis.

En cuanto a candidatas para el diagndstico de leishmania la proteina histona H2A juega un
papel importante ya que por medio de la técnica SELEX, se logré que aptdmeros de ADN
reconocieran de manera especifica el antigeno H2A de L. infantum con un limite de deteccion
de (50 ng), otra técnica que ha tenido auge es la estandarizacion de oligonucleo6tidos por
medio de ELONA, Western blot y slot blot que detectan especificamente a H2A lo que

permitira fortalecer el diagnostico sobre todo en un su forma visceral.

METODO | APTAMERO RESULTADO RANGO DE BIBLIOGRAFIA
DETECCION

SELEX ADN Pueden detectar el 42 a 59 nM Ospina J.D. 2020




parasito en muestras
de pacientes.

Agentes terapéuticos
para bloquear vias
metabolicas de
Plasmodium spp.

SELEX ARN Capacidad de 42 a 59 nM Ospina J.D. 2020
reconocer la proteina
recombinante DBL1a

SELEX AptLiH2A#1 | Reconoce H2A 50 nM Martin, ef al. 2020
SELEX AptLiIH2A#2 | Reconoce H2A 50 nM Martin, et al. 2020
SELEX ApPABP#3 | Reconocen la LiPABP 50 nM Ospina J.D. 2020
SELEX ApPABP#7 | Reconocen la LiPABP 50 nM Ospina J.D. 2020
SELEX ApPABP#11 | Reconocen la LiPABP 50 nM Ospina J.D. 2020
ELONA AptLiH3#4 Detecta la Proteina 40 nM Uah.es. 2021

rLiH3
ELONA AptLiH3#10 | Detecta la Proteina 40 nM Uah.es. 2021

rLiH3

Posteriormente, Martin, ef al. °, aislaron dos aptdmeros, el AptLiH2A#1 y el AptLiH2A#2, a
partir del grupo (pool) SELH2A previamente obtenido, los cuales reconocen H2A con una
constante de disociacién en un rango muy bajo, del orden nanomolar (nM). Estos aptameros
purificados pueden sintetizarse, por lo que serian mas practicos a la hora de desarrollar una
nueva herramienta diagnostica.

Se han identificado aptdmeros de ADN contra la proteina PABP de L. infantum que, como ya
se menciond, es una proteina fundamental para el proceso de corte y poliadenilacion de los
3’UTR de los ARN mensajeros. Luego de cuatro rondas de seleccion, se purificaron tres
aptameros: ApPABP#3, ApPABP#7 y ApPABP#11, los cuales reconocen la LiPABP con gran
afinidad (50 nM). Ademas, el ApPABP#11 interrumpe la union de la LiPABP a la cola de

poliA de los ARN mensajeros in vitro. Estos aptameros podrian usarse en investigacion para



https://revistabiomedica.org/index.php/biomedica/article/view/4765/4629
https://revistabiomedica.org/index.php/biomedica/article/view/4765/4629
https://revistabiomedica.org/index.php/biomedica/article/view/4765/4629

purificar la LiPABP y para diagnostico; incluso, el ApPABP#11 podria usarse como agente
terapéutico debido a su capacidad de inhibir la union de la LiPABP a la cola de poliA °.

Conclusiones

Se pudo recopilar en diversas fuentes bibliograficas evidencia sobre el uso de los aptameros
para el diagnostico de Leishmaniasis; debido a que estas moléculas han tomado mayor
importancia en los ultimo afio, a aumentado el nimero de publicaciones en las que se resalta
la importancia de estos y cémo podria aplicarse en zonas endémicas para asi mejorar la

eficacia y calidad de los resultados.

Se pudo indagar acerca de la estructura que le permite a los aptameros llegar a ser una buena
herramienta para diagnosticar estas enfermedades, adicionalmente se identificaron las
caracteristicas que se requieren para obtener un aptdmero especifico para la identificacion de

estos parasitos.

El método SELEX permite la produccion o sintesis de los aptameros de los puntos
especificos de interés a partir de rondas de seleccion y amplificacion, debido a esto el proceso
es sencillo y reproducible , ademds permite elegir las condiciones de selectividad para

obtener aptameros con las condiciones deseadas para el diagnostico de la enfermedad.

Los aptameros ofrecen grandes ventajas, como su facil producciéon in vitro, las
modificaciones quimicas que pueden ser incorporadas para mejorar su estabilidad en las
muestras biologicas, el reconocimiento de blancos inmundgenos y no inmundgenos, su

estabilidad a altas temperaturas y su capacidad de renaturalizar.
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