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Resumen

Los biosensores son instrumentos analiticos constituidos por un componente bioldgico y otro
fisicoquimico, capaces de detectar un evento de biorreconocimiento producido por la
interaccion con un analito de interés, y junto a un sistema transductor adecuado, convertir dicho
evento en una senal medible. Su acoplamiento con distintas biomoléculas de alta afinidad
permite la deteccidn sensible y selectiva de una gran variedad de analitos. El uso conjunto de
diferentes tecnologias y estrategias de biodeteccion, seializacidn y optimizacion permiten el
disefio, a conveniencia, de una gran variedad de biosensores con aplicaciones muy versatiles y
utiles en diferentes campos. Estan presentes en una variedad muy amplia de areas de trabajo;
como el diagndstico clinico, la supervision ambiental, el control de alimentos, el descubrimiento

de farmacos, la investigacion forense y biomédica.

Tradicionalmente, los biosensores basados en anticuerpos, también conocidos como
inmunosensores, han tenido mayor protagonismo en el ambito clinico, debido a sus buenas
propiedades de afinidad y sensibilidad. Sin embargo, la deteccién limitada sélo a sustancias
inmunogénicas y la necesidad de desarrollar dispositivos de diagndstico mas baratos, sencillos,
especificos y sensibles, junto a la posibilidad de ampliar el rango de deteccidn para otro tipo de
analitos, han dado pie a la investigacion de multiples variedades de biosensores. Entre ellos, los

aptasensores.

En este trabajo bibliografico, se profundiza sobre las ventajas que proporcionan los biosensores
basados en aptdmeros, sus métodos de produccion y clasificacién; exponiendo a su vez el
enorme potencial que tienen los aptdmeros, por sus caracteristicas Unicas, como moléculas de
biorreconocimiento en biosensores. A su vez, también se hace una breve comparacién con el

uso de los anticuerpos en biosensores.

Palabras clave: biosensor, aptamer, SELEX, Cell- SELEX, aptasensor.
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1 Introduccion

1.1 Concepto y caracteristicas de un biosensor

Un biosensor es un dispositivo que mide reacciones bioldgicas o quimicas generando sefiales
medibles y proporcionales a la concentracion de un analito en la reaccién. Los biosensores se
pueden emplear en la monitorizacion de enfermedades, investigacion de farmacos y para
detectar contaminantes, microorganismos causantes de enfermedades y diferentes marcadores
de enfermedad en los fluidos corporales (sangre, orina, saliva, sudor). Un biosensor
convencional consta de los siguientes componentes (Abid et al.,, 2021; Bhalla et al., 2016;

Damborsky et al., 2016):

e Analito: Es la sustancia de interés que necesita ser detectada. Por ejemplo: la glucosa

seria el analito a detectar y medir en un glucémetro.

e Biorreceptor: Es una molécula que reconoce especificamente el analito y una vez se une
a él genera una sefial. Estas pueden ser enzimas, células enteras, aptdmeros, acido
desoxirribonucleico (ADN) y anticuerpos, entre otros. El proceso de generacion de
sefiales (en forma de luz, calor, pH, carga o cambio de masa) tras la interaccion del

biorreceptor con el analito se denomina biorreconocimiento.

e Transductor: Es un elemento que convierte un tipo de sefal en otra, con el objetivo de
convertir el evento de biorreconocimiento en una sefial medible. Este proceso de
conversion de energia se conoce como sefializacion. La mayoria de los transductores
producen sefiales épticas o eléctricas que suelen ser proporcionales a la cantidad de

interacciones analito-biorreceptor.

e Electrdnica: es la parte de un biosensor que procesa la sefial transducida y la prepara
para su visualizacion. Consiste en un circuito electronico complejo que realiza el
acondicionamiento de sefiales, como la amplificacién y conversidn de sefiales de forma
analdgica a digital. Las sefales procesadas son luego cuantificadas por la unidad de

visualizacién del biosensor.

e Pantalla: Sistema de interpretacion del usuario como la pantalla de cristal liquido de una
computadora o una impresora directa que genera nimeros o curvas comprensibles para
el usuario. Esta parte a menudo consiste en una combinacion de hardware y software

que genera resultados del biosensor de una manera fécil de usar. La sefial de salida en



la pantalla puede ser numérica, grafica, tabular o una imagen, segun los requisitos del

usuario final.
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Figura 1. Esquema general de los componentes de un biosensor (Bhalla et al., 2016).

Caracteristicas intrinsecas de un biosensor

Existen ciertos atributos estaticos y dindmicos que debe poseer todo biosensor y que
determinan la fiabilidad, efectividad y seguridad de estos. Entre ellos se encuentran la
selectividad, reproducibilidad, estabilidad, sensibilidad y linealidad. La optimizacion de estas
propiedades se refleja en el rendimiento del biosensor (Bhalla et al., 2016; Bucur et al., 2021;

Costa et al., 2022).
e Selectividad

La selectividad es seguramente la caracteristica mas importante de un biosensor. La
selectividad es la capacidad de un biorreceptor para detectar y unirse a un analito especifico
en una muestra que contiene otros aditivos y contaminantes, sin interactuar con estos
ultimos (Bucur et al., 2021; Costa et al., 2022). El mejor ejemplo de selectividad de un
biorreceptor es la que tradicionalmente se representa por la interaccidon de un antigeno con
el anticuerpo, debido a su alta especificidad. De forma cldsica, los anticuerpos se han
utilizado mucho como biorreceptores, normalmente inmovilizados en la superficie del

transductor de sefial, uniéndose de forma efectiva a los antigenos para su deteccién. A la
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hora de elegir o diseflar un biosensor, la selectividad es la principal caracteristica a
considerar para la mayoria de las funciones que desempenfan los biosensores (Bhalla et al.,

2016).
e Reproducibilidad

La reproducibilidad es la capacidad del biosensor para generar las mismas respuestas para
unas condiciones experimentales idénticas. La reproducibilidad se caracteriza por la
precisidon y exactitud del transductor y la electrénica de un biosensor. La precisién es la
capacidad del sensor para proporcionar resultados similares cada vez que se mide una
misma muestra y la exactitud indica la capacidad del sensor para proporcionar un valor
medio cercano al valor real cuando se mide una muestra mas de una vez. Las sefales
reproducibles proporcionan alta confiabilidad y robustez a las conclusiones extraidas de las

respuestas de un biosensor (Bhalla et al., 2016).
e Estabilidad

La estabilidad es el grado de susceptibilidad a las perturbaciones ambientales dentro y fuera
del sistema de biodeteccién a lo largo del tiempo. Estas perturbaciones pueden provocar
una desviacion en las sefiales de salida de un biosensor bajo medicion. Esto puede causar
un error en la concentracién medida y puede afectar la precisién y exactitud del
biosensor. La estabilidad es la caracteristica mas crucial en aplicaciones donde se requieren
largas etapas de incubaciéon o monitorizacién continua. La respuesta de los transductores y
la electrénica puede ser sensible a la temperatura, lo que puede influir en la estabilidad de
un biosensor. Otro factor que puede influir en la estabilidad es la afinidad del biorreceptor,
gue puede degradarse durante un periodo de tiempo determinado, produciendo errores en

la medicién debido a falta de interaccidn con el analito (Bhalla et al., 2016).
e Sensibilidad

La sensibilidad es la cantidad minima de analito que puede detectar un biosensor, y esto
define su limite de deteccién (LOD). También se puede definir como la medida de cuan
bruscamente cambia la sefial emitida con variaciones en la concentracidn del analito
objetivo. Esto se ve reflejado en la ecuacién de la recta de calibrado (y = mc), donde la
pendiente representa la sensibilidad del biosensor a diferentes concentraciones (Costa et
al., 2022). En muchas aplicaciones de monitorizacion, tanto médicas como ambientales, es
necesario detectar concentraciones de analito muy bajas, del orden de ng/ml o fg/ml

(femtogramo), o para confirmar la presencia de trazas. Por ejemplo, una concentracion de



antigeno prostatico especifico (PSA) de 4 ng / ml en sangre se asocia con el cancer de
prostata para el que los médicos sugieren pruebas de biopsia. Por tanto, la sensibilidad se

considera una propiedad de vital importancia en un biosensor (Bhalla et al., 2016).
e Linealidad

La linealidad es el atributo que correlaciona las respuestas medidas de un conjunto de
mediciones tomadas a diferentes concentraciones de analito de forma proporcional;
asemejando los resultados a una linea recta, representada matematicamente por la recta
de calibrado como y = mc, donde “c” es la concentracién del analito, “y” es la sefial de
salida, y “m” (la pendiente de la recta) es la sensibilidad del biosensor. En otras palabras, es
la proporcionalidad de la respuesta con respecto a la concentracion del analito (Bhalla et al.,
2016; Costa et al., 2022), especialmente importante en biosensores que no solo detectan la
presencia de un analito sino también la cuantifican. La linealidad del biosensor se puede
asociar con la resolucién del biosensor y el rango de concentraciones de analito a
determinar. La resolucién del biosensor se define como el cambio mas pequefio en la
concentracién de un analito que se requiere para producir un cambio en la respuesta del
biosensor. Dependiendo de la aplicacidn, se requiere una buena resolucidn, sobre todo en
aquellos biosensores que necesiten medir en un amplio margen de concentraciones. Otro
término asociado con la linealidad es el rango lineal, que se define como el rango de

concentraciones de analito para las cuales la respuesta del biosensor cambia linealmente

con la concentracién (Bhalla et al., 2016).

1.2 Concepto de aptamero

Los aptameros son pequefias moléculas de oligonucleétidos de ADN o ARN monocatenarios, que
suelen oscilar entre 20 y 80 nucledtidos, y que actlian como receptores sintéticos para el
reconocimiento de analitos, exhibiendo una alta selectividad y afinidad por dichas dianas. Son
capaces de autoplegarse estructuralmente en conformaciones tridimensionales al unirse con
sus respectivas dianas objetivo debido a sus estructuras secundarias y terciarias (Elskens et al.,
2020). Con estas conformaciones especificas, los aptameros exhiben una muy alta
complementariedad molecular con sus ligandos diana y pueden unirse a ellos mediante enlaces
de hidrdgeno, interacciones electrostaticas, efectos hidréfobos, apilamiento n-it o fuerzas de
van der Waals (Wan et al,, 2021), lo que les confiere una gran capacidad de especificidad,

afinidad y sensibilidad. La fuerza de afinidad con la que se unen a sus dianas se mide



cuantitativamente y se pone de manifiesto mediante la constante de disociacion (Kd), que suele
rondar desde el rango picomolar hasta el nanomolar. Pueden unirse a una gran variedad de
dianas; desde moléculas pequefias, como iones, hasta células enteras, pasando por proteinas,
acidos nucleicos, toxinas, y sustancias antigénicas entre otras; lo que genera un gran interés en
el campo de la biomedicina para la deteccién, diagndstico e incluso terapia de muchas
enfermedades. Ademds son estables en una gran variedad de condiciones idnicas, de pH y

temperatura (Kulabhusan et al., 2020).

Actualmente, el pegaptanib (Macugen) es el primer y Unico aptdmero aprobado para uso
comercial por la Food and Drug Administration (FDA), para el tratamiento de la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE). Otros aptameros para el tratamiento de enfermedades
estan aun en la fase clinica de desarrollo (Hernandez y Hincapié, 2012; Ospina, 2020). Especial
mencion merecen los aptameros de ADN como terapia en el campo de la oncologia, ya que han
demostrado experimentalmente que pueden usarse para el direccionamiento especifico hacia
la superficie celular tumoral y, en algunos casos, provocar una respuesta intracelular funcional
tras la unidn e internalizacidn a través de moléculas diana su superficie, lo que finalmente daria

como resultado la muerte celular tumoral (Marshall y Wagstaff, 2020).

El uso de aptdmeros en la actualidad estd ain muy restringido, con poco protagonismo en el
campo de la salud, siendo los principales métodos de biosensores y bioensayos de diagndstico
hoy en dia basados en el uso de anticuerpos como moléculas de biodeteccion (Elskens et al.,

2020; Kulabhusan et al., 2020).

Pese a la poca presencia actual de los aptdmeros en el dmbito clinico, todas estas caracteristicas
moleculares descritas han impulsado la investigacién y desarrollo de aptdmeros como molécula
biorreceptora que, junto a diversas metodologias de deteccidn en el campo de los biosensores,
han dado lugar al concepto de biosensores basados en aptameros o aptasensores. En las Ultimas
décadas ha habido prometedores avances cientificos que se han hecho patentes a través de los

resultados obtenidos en numerosos estudios.

2 Objetivos de la revision

En esta revisidn se intentaran esclarecer las diferentes ventajas que presentan los biosensores
basados en aptameros y poner de manifiesto el potencial que presentan estas moléculas de
oligonucledtidos en el campo de la biomedicina, con especial hincapié en el diagndstico de

enfermedades. También se revisionaran los principales métodos de produccion de los
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aptdmeros, destacando las ventajas intrinsecas que presentan estos procesos para el disefio

posterior del aptasensor.

3 Metodologia

Las fuentes de informacién fundamentalmente utilizadas para la revisién bibliografica de este
trabajo fueron predominantemente articulos cientificos pertenecientes a la base de datos de
Medline a través del motor de busqueda de PubMed, ofrecidos online de forma gratuita por el
Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) y la Biblioteca Nacional de Medicina
de Estados Unidos (NLM). También se utilizaron, aunque en mucho menor grado, y con fines
meramente orientativos, las bases de datos de Scopus y Scielo. Los articulos cientificos revisados

datan en su mayoria de los ultimos 10 afios, usdandose puntualmente articulos mds antiguos.

Primero se realizé una extensa lectura bibliogréafica para poder adquirir una visidn general y una
comprension minima del tema de biosensores, sus componentes y aplicaciones mas usadas.
Durante esta primera busqueda, utilizando la palabra clave “biosensor”, se encontraron 59000
entradas bibliograficas en PubMed Central. La segunda busqueda, con la palabra “aptamer” did
con 24000. Y la tercera, con la palabra “aptasensor”, dio con 3200 entradas. Las siguientes

busquedas se enfocaron en cuestiones mas detalladas.

) "

Las palabras clave utilizadas en la busqueda de informacion fueron “biosensor”, “aptamer”,
“SELEX”, “Cell- SELEX” y “aptasensor”. Se utiliz6 también un programa de administracion de
referencias y bibliografias denominado Mendeley para facilitar la citacion de referencias en el

presente trabajo y la presentacién de la bibliografia utilizando las normas de Vancouver.

4 Resultados y discusion

4.1 Principales diferencias entre aptameros y anticuerpos

A la hora de disefiar un biosensor, es necesario seleccionar cuidadosamente el tipo de elemento
biorreceptor que se quiera utilizar. Para ello se deben tener en cuenta las propiedades
especificas de dichos elementos para elegir al que presente las caracteristicas mas adecuadas
segln el objetivo del estudio que se quiera realizar. Estas caracteristicas deben repercutir

positivamente en los valores de selectividad, sensibilidad y estabilidad del biosensor, ya que la



eleccién del tipo de biorreceptor repercute enormemente en el rendimiento y fiabilidad del
biosensor. En este apartado se discuten las principales diferencias entre aptdmeros vy

anticuerpos, listados de forma resumida en la tabla 1.

Desde el punto de vista de la produccién de anticuerpos monoclonales humanizados, son
necesarios lineas celulares de mamiferos modificadas genéticamente para evitar el rechazo en
el cuerpo humano. A nivel industrial se cultivan en biorreactores de grandes dimensiones, en
condiciones adecuadas de pH, temperatura, oxigeno y en medios de cultivo con los nutrientes
necesarios. Una vez obtenidos, son necesarios sucesivos pasos de aislamiento, filtracion,
purificacién y control de calidad. En definitiva, son necesarios muchos medios de producciény
procesos laboriosos, lo que se traduce en mayores costes (Villaescusa, 2017). En el caso de
anticuerpos policlonales, ademas, pueden producirse variaciones entre un lote y otro. Esto
contrasta fuertemente con la produccién de aptameros, que es bastante sencilla y ofrece una
calidad constante, ya que se basa en una sintesis enzimatica o en fase sélida reproducible. Esto
da como resultado un proceso de produccién mas eficiente, lo que conduce a pruebas de

diagndstico mas baratas (Elskens et al., 2020).

Otra principal diferencia es el rango de moléculas objetivo a las que pueden unirse. Los
aptameros pueden unirse a proteinas inmunogénicas y no inmunogénicas, toxinas, ADN, virus,
pequefios iones, hasta células enteras (Romero Lépez y Berzal Herranz, 2017), como pueden ser
las bacterias o células tumorales, por lo que tienen mucho potencial en la deteccién eficaz de
infecciones y en la deteccidn precoz de diferentes tipos de cancer . Mientras que los anticuerpos
monoclonales sélo pueden detectar sustancias inmunogénicas. Ademas de que, por su tamafio,
no pueden penetrar dentro de las células, opcidn que si tiene un aptdmero, pudiendo de esta

manera servir como vector de transporte para otros farmacos hacia el sitio de accién.

Otra ventaja importante de los aptdmeros sobre los anticuerpos es la posibilidad de
modificaciéon quimica selectiva. La introduccidon de grupos funcionales en los nucleétidos
proporciona mayor variabilidad y diversidad combinatoria en la formacién de oligonucledétidos
en comparacién a si sélo utilizamos los 4 nucledtidos naturales, cuya mezcla resultaria en una
combinacion mas restringida y una variabilidad de aptameros mas limitada. Las estrategias de
dichas modificaciones quimicas son muy numerosas; y segun el objetivo deseado, pueden
aumentar la afinidad de unidn de los aptdmeros, mejorar su diversidad quimica, mejorar su
estabilidad, ampliar sus posibles aplicaciones en diagndstico y terapia, e incluso utilizarse para
su conjugacion con farmacos y nanoparticulas (Odeh et al., 2020). También se puede fomentar

el estado de plegamiento competente del aptdamero (estado competente para la unién con la



diana) en comparacion con el estado desplegado no competente, mediante la manipulacién de
las condiciones del medio como el pH, la temperatura y la concentracion de sal; asi como de la

introduccién quimica de diversos grupos funcionales (Elskens et al., 2020).

Los aptdmeros presentan una mayor estabilidad fisica y térmica, y tienen una vida util mas
prolongada en comparacion con los anticuerpos, dando como resultado una herramienta
analitica mas robusta. Incluso después de la desnaturalizacién, dada la reversibilidad y
previsibilidad del emparejamiento de las bases de nucledtidos, los aptdmeros pueden replegarse
atemperaturas mas bajas, lo que restaura sus propiedades y aumenta su vida atil (Thiviyanathan
y Gorenstein, 2012). Por el contrario, los anticuerpos son inestables en la mayoria de las
condiciones que se desvian de las fisioldgicas y el replegamiento después de la desnaturalizacion
puede resultar ser mas dificil de lograr, sufriendo en la mayoria de los casos, una degradacion
permanente. Los problemas de estabilidad de los aptdmeros en el organismo vienen dados
principalmente por la degradacidon por endonucleasas, y su pequefio tamafio los hace
susceptibles a la filtracion renal. Para mejorar dicha estabilidad se requieren modificaciones
guimicas que, en algunos casos, también aumentan su afinidad y especificidad por las dianas

(Odeh et al., 2020). Estas modificaciones pueden ser Pre o Post-SELEX.

Por ultimo, los aptdmeros son conocidos por su mayor capacidad de discriminacion entre
moléculas estrechamente relacionadas y requieren solo una pequeiia regidon para unirse, en
comparacién con un anticuerpo (Gopinath et al., 2006). Por ejemplo, el aptdmero que se une a
la teofilina discrimina la cafeina en mas de 14 000 veces, aunque la molécula de cafeina se
diferencia de la teofilina solo por la presencia de un grupo metilo en la posicion N7 (Jenison et

al., 1994).

Tabla 1. Comparativa entre aptdmeros y anticuerpos (Odeh et al., 2020).

Aptameros Anticuerpos
Sintetizado quimicamente y facil Alto costo y complejidad de
Sintesis
de producir. produccion.

Pequeiio en comparacién con los
Tamaiio Grande
anticuerpos

Propenso a la degradacion por
Estabilidad Vida media bio
nucleasas

dgica corta




Aptameros Anticuerpos

Amplia gama de objetivos, desde  Producido solo contra moléculas

Objetivos iones hasta células vivas inmunogénicas, lo que limita el
completas rango de objetivos
Toxicidad e
Baja toxicidad y no inmunogénica. Inmunogénico

inmunogenicidad

Especificidad de
Alta especificidad de unién Alta especificidad de unién
unién
Afinidad de unién Alta afinidad de unidn Alta afinidad de unidn
Tasa de
Eliminacién rapida Tasa de aclaramiento baja
aclaramiento renal
Conjugacion Facil de conjugar a nanoparticulas

Mas dificil de conjugar
quimica y farmacos.

Tolerante a modificaciones
Las modificaciones a menudo

Modificacion guimicas para mejorar las
conducen a una actividad
quimica propiedades estructurales y
reducida
funcionales.

Todas estas propiedades tan prometedoras indicadas en la tabla 1, convierten a los aptameros
en candidatos ideales para ser estudiados como moléculas de biorreconocimiento en
biosensores para la deteccidn eficaz de diferentes tipos de dianas. De aqui nace el concepto de
biosensores basados en aptameros: los aptasensores. Dichos biosensores pueden ser
empleados en numerosas aplicaciones en el ambito clinico como pueden ser el diagndstico de
enfermedades infecciosas y oncoldgicas y en la deteccion de sustancias en el organismo como
farmacos, drogas de abuso y otros biomarcadores. Ademds de su empleo en biosensores, las
moléculas de aptdmeros también tienen potencial para ser empleados en terapia y

vehiculizacion de farmacos a su diana farmacoldgica.



4.2 Métodos de produccion de aptameros

Los aptameros se desarrollan generalmente mediante un proceso iterativo bien establecido y
completamente in vitro conocido como evolucidon sistematica de ligandos mediante
enriquecimiento exponencial (SELEX), un método desarrollado en 1990 por 2 grupos de
investigacion independientes (Ellington y Szostak, 1990; Tuerk y Gold, 1990). Este método
consiste en la incubacidn de reiterativa de una biblioteca inicial de oligonucleétidos con la
sustancia que se desee detectar, para que, al cabo de un cierto nimero de rondas, se dé con el
aptdmero que tenga mayor afinidad con el analito. La evolucién sistemdtica de ligandos
mediante enriquecimiento exponencial (SELEX) ha tenido muchas variaciones y modificaciones
a lo largo de los afios para mejorar, optimizar o especializar la funcién del aptamero que se
guiera obtener, segun la diana objetivo que tenga que reconocer y la adecuacion al ensayo en
si. De entre todos los analitos a los que pueden unirse, las proteinas son la diana mds frecuente
de los aptdmeros desarrollados por SELEX, por lo que se desarrollé una mejora técnica basada
en la purificacion de la proteina objetivo, de forma que facilitase el proceso. A este método se
le conoce como SELEX basado en proteinas. Por otro lado, como se menciond anteriormente,
los aptdmeros pueden unirse de forma especifica a todo tipo de dianas, incluyendo células
completas como pueden ser bacterias y células tumorales. Para la deteccién de células
completas vivas inalteradas se suele utilizar un método de SELEX de células completas o Cell-
SELEX; un método derivado del SELEX en el que se incuba la biblioteca de nucledtidos con las

células diana enteras durante sucesivas rondas.
4.2.1 Método SELEX

Se pueden esquematizar los diferentes pasos que tradicionalmente se han usado en el SELEX
convencional en los siguientes apartados (Komarova y Kuznetsov, 2019; Ospina, 2020; Sola et

al., 2020):

a) Preparacion inicial de la biblioteca: Se parte de una gran biblioteca de oligonucleétidos
aleatorizada (10° moléculas), cuyos extremos 5y 3"tienen una composicién fija conocida
para la union posterior de cebadores; mientras que la region central es variable
(secuencias aleatorias). Esta biblioteca se sintetiza previamente mediante sintesis

guimica de fase sdlida.

b) Incubacién: Estas secuencias de oligonucledtidos se ponen en contacto con una

suspension de nuestra muestra diana (que contiene el analito objetivo de interés).
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c)

d)

Durante este contacto, algunos oligonucledtidos se unen a la diana con mayor o menor

afinidad mientras que otros quedan separados en la suspension.

Seleccion: Tras la exposicion de la biblioteca a la diana, se procede a hacer varios lavados
con el fin de separar las secuencias unidas de las que no. Este proceso puede variar
segln esté la muestra diana anclada a una superficie o bien en suspensién. En un caso
o en otro, se procede a lavados o bien centrifugacion para la separacion,

respectivamente.

Amplificacidn: Posteriormente se procede a amplificar las secuencias unidas a la diana
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para enriquecer la biblioteca de
oligonucledtidos con las cadenas que son capaces de reconocer al objetivo.
Seguidamente, se puede volver a exponer la biblioteca a nuevas rondas de incubacion,
seleccidon y amplificacion para conseguir el grado de afinidad y especificidad que se
desee. Normalmente se necesitan unas 12 rondas para conseguir un nivel de afinidad

adecuado.

Clonacidn y secuenciacion: Una vez obtenidas las secuencias definitivas se procede a

clonar y secuenciar para conocer la composicion de las cadenas.

6 Bls( 656
AL ® @”@ i

SR 1ol o
€22 L

4. Clonar y secuenciar 3. Amplificar

Figura 2. Esquema bdsico del método SELEX (Ospina, 2020).
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4.2.2 Meétodo SELEX para la deteccidon de células completas: Cell-SELEX

El proceso es muy parecido al del SELEX tradicional, que también incluye las fases de incubacion,
separacion o elucidn, amplificacidn y secuenciacion. La principal diferencia durante el proceso
de Cell-SELEX es que hay una seleccidn positiva y otra negativa. El paso de seleccidn negativa es
necesario para eliminar secuencias que se unen a otras células no dianas (células control) y asi

mejorar la especificidad de los aptameros candidatos.

El proceso de Cell- SELEX viene detallado en la figura 3. A modo de resumen: primero se disefia
y sintetiza una biblioteca de oligonucleétidos monocatenarios de secuencias aleatorias de gran
diversidad y se incuban con las células diana. Las secuencias unidas a las células diana se eluyen
de las no unidas y posteriormente se procede a separar dichas secuencias unidas a las células
mediante un método éptimo. Este conjunto de secuencias se vuelve a incubar con las células de
control negativo, desechando la fraccién que se haya unido a ellas. Las secuencias que no se
unen se amplifican por PCR y se preparan para una nueva ronda. Por ultimo, una vez obtenido
el nivel de especificidad requerido, se secuencian los grupos enriquecidos y se eligen para su
caracterizacién (Chen et al., 2017). Se puede observar un aumento constante en la afinidad de
union de los candidatos a aptamero a medida que aumenta el numero de rondas de seleccidn. El
enriquecimiento de las agrupaciones seleccionadas durante las sucesivas rondas se puede
controlar mediante ensayos de unién por citometria de flujo (Chen et al., 2016; El-Husseini et

al., 2022), técnica basada en el recuento y clasificacién de las células segun su dispersién con un

rayo laser.
Aptamers
sequence and " ——
Unbound characterization  ©ligonucleotides
sequences library target cells
x —— *3e3
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Negative - ] remove | Positive
selaction rt:,r::g;e i Ce" SELEX unbound | selection
molecules A |[ molecules
0 A
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ot e e @
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Figura 3. Esquema bdsico del método Cell-SELEX (Chen et al., 2016).
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Para la deteccién de células completas, la técnica Cell-SELEX ha demostrado ser superior al SELEX
de proteinas por diversos motivos. Para desarrollar aptdmeros de proteinas de membrana para
detectar células vivas completas utilizando la proteina-SELEX tradicional, es necesario, en primer
lugar, tener un conocimiento previo de las proteinas dianas que se quieran detectar, y en
segundo lugar, disponer de suficientes proteinas de membrana recombinantes de elevada
pureza para las sucesivas rondas de SELEX (en ocasiones dificiles de obtener por |las
modificaciones postraduccionales que en ciertos casos llevan a un plegamiento incorrecto de la
proteina recombinante que difieren de las proteinas naturales de la superficie celular) (Chen et
al., 2016). Ademas, las proteinas purificadas pueden existir en diferentes conformaciones con
respecto a las proteinas nativas en la superficie celular. Por lo tanto, los aptameros especificos
de la diana aislados por SELEX basado en proteinas purificadas pueden no reconocer sus
proteinas diana en la superficie celular (Hori et al.,, 2018). En Cell-SELEX, los aptameros se
desarrollan para detectar y unirse especificamente a las moléculas en la superficie celular sin
necesidad de un conocimiento previo de los objetivos moleculares (Guo et al., 2008). Por lo

tanto, la purificacién de proteinas tampoco es necesaria antes de la seleccion.

En Cell-SELEX, todas las moléculas en la superficie celular diana estan en sus estados nativos y,
por lo tanto, representan sus estructuras de plegamiento y distribucién naturales. Todas las
modificaciones postraduccionales estdn intactas en las proteinas de la membrana celular, por lo
que los aptameros se uniran a la conformacioén plegada real (Sefah et al., 2010). Por lo tanto,
Cell-SELEX elimina el riesgo de que los aptameros solo se unan a las proteinas purificadas, pero

no puedan reconocer la forma nativa de las proteinas en las células vivas.

La tecnologia Cell-SELEX estd resultando ser muy prometedora en la biologia del cadncer. Parala
mayoria de las células cancerosas, siempre hay una escasez de marcadores de superficie
altamente especificos que puedan ser empleados para el diagndstico y la terapia. Los aptdmeros
generados a partir de células vivas completas suponen una sonda molecular éptima para

caracterizar las células tumorales diana a nivel molecular. (Guo et al., 2008)

En definitiva; los aptdmeros basados en Cell-SELEX facilitan el desarrollo y simplifican la
busqueda de sondas moleculares para el reconocimiento de células enfermas (Shangguan et al.,

2007).

A pesar de las ventajas ofrecidas por Cell-SELEX para detectar células vivas enteras con respecto
al SELEX de proteinas, este método también presenta algunas limitaciones inherentes que, en

ocasiones, pueden complicar o entorpecer el proceso de seleccidén de aptameros.
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Asi, la presencia de células muertas conduce a una unién no especifica de los oligonucleétidos,
ya que éstos se pueden unir a componentes internos de la célula que se haya podido romper.
Por tanto, es muy importante el acondicionamiento y cuidado de los cultivos de forma 6ptima,
como también lo es acoplar métodos de separacidn apropiados como la centrifugacion para

reducir al maximo la presencia de células muertas (Bakhtiari et al., 2021).

Por otor lado, las contraselecciones o selecciones negativas son esenciales en el procedimiento
de Cell-SELEX para mejorar la especificidad de los aptdmeros y rechazar los que tienen una unién
no especifica hacia otras células no dianas (células control). Esto hace que el proceso de
seleccidon sea mas complejo, con las consecuentes desventajas de costo, tiempo y esfuerzo

(Bakhtiari et al., 2021).

Una de las principales diferencias con el SELEX de proteinas dianas es que las células enteras son
dianas mucho mads complejas, por lo que conseguir identificar con éxito los objetivos de los
aptdmeros en su superficie para su posterior aislamiento y secuenciacion puede ser mas

complicado (Bakhtiari et al., 2021).

Finalmente, durante el procedimiento de Cell-SELEX, se debe evitar fijar las células en algun tipo
de soporte durante la fase de incubacién ya que se pueden tapar las proteinas de membrana
que sean de unién especifica con los aptameros, reduciendo la afinidad real que puedan tener
por las células. Otro problema es la carga neta negativa de la superficie celular, que produciria
en principio una repulsion entre el polianién de ADN de los aptameros y la superficie celular,

obstaculizando la unién (Chen et al., 2016).

Actualmente aun se estan investigando posibles soluciones para estos problemas.

4.3 Tipos de aptasensores

Podemos clasificar los tipos de aptasensores segun el tipo de sefial generada por la interaccion
del biorreceptor con el analito y el mecanismo por el cual transduce esta sefial de manera que
se puedan interpretar los datos. Estos mecanismos de seiializacidn son comunes a los
biosensores tradicionales. En este aspecto, los principales tipos de biosensores/aptasensores,
segln el mecanismo de seiializacién; son los electroquimicos, piezoeléctricos y dpticos; dentro

de los cuales, podemos encontrar los colorimétricos y fluorométricos.
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4.3.1 Aptasensores electroquimicos

Es uno de los aptasensores mdas comunes. El mecanismo de sefalizacidon se fundamenta en el
cambio de corriente, impedancia o potencial eléctrico en respuesta al evento de reconocimiento
del analito por parte del biorreceptor en el transductor del sensor (Xu et al., 2005) que en este
caso corresponde al electrodo. Generalmente estos biosensores generan una sefial proporcional
a los electrones que se liberan al medio tras una reaccién bioquimica de interés que ocurre en
la muestra, como por ejemplo en el caso de los glucometros. Las ventajas de la deteccidn
electroquimica son esencialmente el analisis de analitos multiples, de forma rdpida y con un bajo
costo. Estos dispositivos son faciles de miniaturizar, ademds de ser robustos y compatibles con
nuevas tecnologias de microfabricacién y deteccion en tiempo real. Las ventajas que ofrecen
estos biosensores son iddneas para realizar pruebas de laboratorio en el lugar de asistencia
sanitaria [en inglés: Point Of Care Testing (POCT)], al paciente para la monitorizacidn de analitos

clinicos (Radi y Abd-Ellatief, 2021), de manera rapida y sencilla.

En este tipo de dispositivos, el transductor es capaz de convertir la interaccién entre el analitoy
el elemento de reconocimiento en una sefial medible y el aptamero de reconocimiento
generalmente estd inmovilizado por un enlace covalente a la superficie del electrodo. El
transductor electroquimico esta relacionado con la reaccién que implica la transferencia de
electrones. Por lo tanto, las mediciones electroquimicas solo se pueden lograr con etiquetas o
sondas redox que se pueden unir al elemento de reconocimiento o puedan difundirse por la
superficie del electrodo para reducirse u oxidarse mediante transferencia de electrones
heterogéneos. Estas sondas redox incluyen enzimas redox, catalizadores inorganicos o
nanoparticulas. La cinética de difusion del mediador redox al electrodo esta influenciada por la
cantidad de aptameros que tenga fijadas en su superficie. Por tanto, la unién del analito a estos
afecta la eficacia de la difusidn, la transferencia de electrones y, finalmente, la sefial detectada.

(Radi y Abd-Ellatief, 2021).

Un ejemplo de sistema simple de deteccién usando un aptasensor electroquimico es el de
sandwich de aptameros que se compone de dos aptameros y una superficie de electrodo (Figura
4). Este dispositivo estd formado por un aptdmero de captura conjugado con la superficie del
electrodo, que captura e inmoviliza el analito; y un aptdmero secundario, que reconoce una
parte diferente de la superficie del analito, y se une para formar un sdndwich aptdmero-analito-
aptdmero. El aptdmero secundario contiene una etiqueta electroactiva, como glucosa
deshidrogenasa o nanoparticulas de oro (AuNP), que actian como sondas redox, catalizando

una reaccion de transferencia de electrones que si es captada por el electrodo (Hori et al., 2018).
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Figura 4. Esquema de un aptasensor electroquimico tipo sandwich (Hori et al., 2018).

4.3.2 Aptasensores piezoeléctricos

Los sistemas de transduccién piezoeléctricos basan su funcionamiento en la propiedad que
presentan determinados materiales de polarizarse eléctricamente cuando son deformados por
la accion de una fuerza externa. Esta polarizacidon genera un campo eléctrico en la superficie que
puede usarse para transformar la energia mecdnica en energia eléctrica. A su vez, el efecto
puede revertirse, de tal forma que aplicando un campo eléctrico a un material piezoeléctrico

este se deforme (Manganiello y De Sousa, 2018).

Este ultimo efecto permite que estos materiales vibren por la aplicacion de un campo eléctrico
externo, generando ondas acusticas que se propagan e interactian con el medio que les rodea,
de tal forma que, el grado de interaccidn o las propiedades del medio pueden ser medidas a
partir de las caracteristicas del campo eléctrico del propio sensor. Estos sensores se comportan
como guia de ondas acusticas y pueden responder a la variacién de un amplio abanico de
propiedades fisicas como la presidén, temperatura, masa adherida en la superficie, densidad o
viscosidad de los fluidos en los que se encuentren sumergidos. Ademds, al aplicar en su
superficie un recubrimiento que actia como receptor selectivo de determinadas sustancias
(como los aptameros), permite su amplia utilizacién como biosensores, en los que suele
aprovecharse su sensibilidad a los cambios de masa o de densidad-viscosidad en liquidos

(Manganiello y De Sousa, 2018).
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Los sensores piezoeléctricos son comunmente llamados microbalanzas de cristal de cuarzo
(QCM, por sus siglas en inglés), por ser éste el material mas ampliamente utilizado en este tipo
de sensores debido a sus excelentes propiedades piezoeléctricas. Estos sensores, integrados
junto a electrodos de oro, son usados para el estudio de interacciones moleculares y el
desarrollo de sistemas de sensores para multitud de aplicaciones en diferentes areas de
investigacion, como la alimenticia, ambiental y clinica. La operacidn de una QCM se basa en el
efecto piezoeléctrico, en el cual un sensor de cristal de cuarzo es inducido a vibrar
mecanicamente a una frecuencia de resonancia especifica, a través de la aplicacidn de un campo
eléctrico alternado a los electrodos metalicos. Segun la ecuacidn de Sauerbrey (el cual describe
este fendmeno), el cambio de frecuencia es linealmente proporcional al cambio de masa
superficial (Am) en el cristal. Al aplicar en su superficie diversas moléculas biorreceptoras
especificas, como pueden ser los aptdmeros, estos sensores pueden dar informacién de las
concentraciones de las especies con las cuales estan en contacto y tienen la ventaja de poseer

una alta sensibilidad y bajos costes de instrumentacién (Maglio et al., 2017).

Un ejemplo de este tipo de aptasensor piezoeléctrico lo podemos encontrar en el ensayo
realizado recientemente en 2022, por Yang y colaboradores. En este experimento se fabrico una
novedosa plataforma de aptadeteccién de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), sin
necesidad de etiquetas, y basada en estructuras organometalicas (MOF) y nanoparticulas de oro

(AuNP), para la deteccion de tetraciclinas en muestras de alimentos.

El cambio de masa causado por la absorcion de analitos en la interfaz de deteccion da como
resultado un cambio de frecuencia del sensor QCM, lo que permite la deteccién en tiempo real
y sin etiquetas de dichas sustancias. Dado que los cambios de masa generan sefiales
extremadamente débiles y que la capacidad de adsorcion del sensor QCM hacia su objetivo
afecta directamente el rendimiento de deteccidn, se utilizaron varios materiales funcionales
emergentes para modificar la interfaz de deteccion. En este caso se emplearon las
nanoparticulas de oro (AuNP) y las estructuras organometalicas (MOF); ambos con grandes
areas de superficie especifica y capacidad de amplificacion de la sefial, que junto a la conjugacion
con aptameros especificos de tetraciclinas aumentan la sensibilidad y estabilidad del
aptasensor. El aptasensor QCM exhibié un amplio rango lineal de deteccidn de concentraciones
de tetraciclinas (entre 1 x 10 °g/mLy 1 x 10 ° g/mL), y con un limite de deteccién (LOD) de 0,8

x 10 " g/mL en condiciones experimentales dptimas (Yang et al., 2022).
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Figura 5. Esquema del proceso de preparacion y deteccion del aptasensor QCM basado en AuNP

y MOF (Yang et al., 2022). HKUST-1: denominacién del organometal empleado.

4.3.3 Aptasensores colorimétricos

Las estrategias colorimétricas basicas implican la deteccidn de la molécula objetivo mediante un
cambio de color a simple vista y una sencilla instrumentacién. Los métodos colorimétricos se
consideran simples y eficientes con un gran potencial para el diagnéstico en el lugar de asistencia
sanitaria (POCT). Muy demandados en aplicaciones médicas y farmacéuticas que requieran de
una rapida deteccién de resultados y un manejo simple, ya que los resultados se pueden
discernir visualmente a simple vista utilizando técnicas instrumentales sencillas, de bajo costo y
efectivas (Shaban y Kim, 2021). Los biosensores colorimétricos son idéneos para pruebas clinicas
in situ donde se prioriza la fiabilidad, reproducibilidad y selectividad del biosensor por el analito
objetivo en muestras clinicas complejas, como la sangre o el suero, donde abundan diferentes

tipos de moléculas.

Los biosensores colorimétricos basados en aptameros han demostrado su sensibilidad y
selectividad, ademds de su potencial efectivo para el diagndstico rapido in situ sin
instrumentacién complicada. Sin embargo, el aptasensor colorimétrico tiene algunas
limitaciones como el color de las muestras, que en ocasiones puede dificultar su correcta
observacién; la naturaleza lenta del proceso de fabricacidn;la dificultad de emplearlo en
ensayos con multiples dianas (caracteristica muy demandada en el diagnéstico clinico

multiplexado); y la pequefia gama de soluciones de pH optimizadas (Shaban y Kim, 2021).

Los transductores mas empleados en este caso suelen ser nanoparticulas de oro y plata (AuNP
y AgNP respectivamente) que son excelentes transductores de sefial para el andlisis
colorimétrico debido a sus importantes propiedades dpticas asociadas a su tamaiio de particula,

distribucion de tamafio y forma (Zhuang et al., 2019). Las propiedades intrinsecas de resonancia
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de plasmén de superficie (SPR) de AuNP y AgNP contribuyen significativamente a la generacion
de sefiales colorimétricas (Chang et al., 2016). El método SPR es el mds conocido y empleado en
biosensores opticos, debido fundamentalmente a su combinacién entre sensibilidad y

simplicidad.

SPR es el mecanismo por el cual los AuNPs puede producir luz visible en respuesta a un campo
electromagnético. Cuando se exponen a la luz, la longitud de onda resonante es absorbida por
los AuNP para inducir la oscilacidn de sus electrones superficiales. Estos electrones oscilantes
produciran radiacién electromagnética que se puede observar a simple vista. Esta caracteristica
unida a diferentes técnicas de agregacion y dispersion de estas nanoparticulas han dado como
resultado numerosos métodos de deteccion colorimétricos utilizando los AUNP como elemento
de contraste. De aqui surge el concepto de AuNP coloidales, que estan estabilizados por dos
fuerzas que se contrarrestan entre si: las fuerzas de van der Waals y las electrostaticas. Cuando
una de estas fuerzas es débil o estd ausente, el sistema coloidal se desestabilizard y las AUNP se

agregaran, lo que dara como resultado un cambio de color de rojo a azul (Chang et al., 2016).

Los AuNP muestran una excelente biocompatibilidad en comparacién con los AgNP, que son
conocidos por su toxicidad. Ademas, la gran superficie especifica facilita numerosas adsorciones
de biomacromoléculas en las superficies de AuNP a través de la interaccion electrostatica,
protegiéndolas contra la agregacién y convirtiéndolas en un buen transductor de sefal para la

construccion de aptasensores (Shaban y Kim, 2021).

La interaccién de unidn induce un cambio en el indice de refraccion alrededor de la superficie
del AuNP que modula su dngulo de resonancia produciendo un cambio de color. Por lo tanto, el
SPR se ha utilizado en una estrategia colorimétrica basada en aptameros para el ensayo de

numerosos objetivos (Zhou et al., 2014).

Una plataforma prototipo de este tipo de aptasensores colorimétricos fue propuesta por Gupta
y colaboradores (2021), para la deteccion a simple vista de Escherichia coli utilizando la
agregacion de AuNP para el viraje de color (figura 6). En este ensayo, las AUNP se cubrieron con
oxido de grafeno (GO), y a continuacidn, se adhirieron aptameros especificos para E. coli en su
superficie, estableciendo una capa estabilizadora alrededor de las AuNP. Esta nanosonda
aptasensora, en presencia de E. coli, produce la interaccion competitiva del aptdmero con la
superficie bacteriana, que induce la agregaciéon de AuNP, con un cambio de color distintivo de
rojo a azul que se observa a simple vista y con un limite bajo de deteccion (LOD) de
10 2 células/mL. Los aptdmeros especificos se obtuvieron previamente mediante el

procedimiento de Cell-SELEX, incubandose en una solucién de E. coli y seleccionando la fraccion
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unida a la membrana bacteriana. Esta plataforma es aplicable en capilares de vidrio, lo cual
brinda oportunidades para fabricar dispositivos de deteccién en el punto de asistencia sanitaria

(POCT).
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Figura 6. Esquema del procedimiento aptasensor colorimétrico basado en nanoparticulas de oro

(Gupta et al., 2021).

4.3.4 Aptasensores fluorométricos

Los aptasensores basados en fluorescencia se caracterizan por una alta sensibilidad, grandes
rangos de deteccidn, capacidad de multiplexacién (capacidad para analizar miultiples datos
extraidos de una misma muestra, facilitando el manejo de éstos y agilizando asi las conclusiones
obtenidas de ellas), andlisis rapidos y el reconocimiento altamente selectivo de aptameros para
varios objetivos, que se pueden distinguir bajo luz ultravioleta, en comparacion con las sefiales

del sensor colorimétrico que se distinguen utilizando luz visible (Shaban y Kim, 2021).

El mecanismo fundamental en el que se basan ampliamente muchos bioensayos con
aptasensores fluorométricos es la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET).
Este es un proceso en el que la energia se transfiere de un grupo donante excitado a una
molécula aceptora, lo que conduce a una reduccidn en la emision de fluorescencia del donante
y un aumento en las intensidades de emision de fluorescencia del aceptor. Dado que la eficiencia
de transferencia de energia depende de la distancia, solo puede ocurrir en distancias menores
que un radio critico, conocido como radio de Forster. Por lo tanto, FRET es adecuado para

estudiar la distancia entre dos moléculas o dos sitios vecinos en una macromolécula especifica,
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como pueden ser el cambio conformacional de proteinas, la interaccion de proteinas y la

actividad enzimatica (Chen et al., 2012).

Los materiales fluorescentes que se suelen emplear son colorantes fluoréforos y/o
nanoparticulas fluorescentes como los puntos cuanticos (QD), las nanoparticulas de oro (AuNP)
y las nanoparticulas de conversion ascendente (UCNP); ya que poseen propiedades épticas
inusuales y pueden actuar como donantes o extintores (Chen et al., 2012; Shaban y Kim, 2021).
El reconocimiento entre aptameros y analitos induce cambios conformacionales en el aptdmero
que puede desencadenar cambios en las propiedades de emisidn fluorescente de los materiales
fluorescentes. A través de estas conformaciones se pueden plantear diversas estrategias de

activacion y desactivacion de la sefial fluorescente (Shaban y Kim, 2021).

Deben existir una serie de requisitos entre un fluoré6foro donador excitado y otro fluoréforo
aceptor para que tenga lugar el proceso FRET, estos son: mantenerse a una distancia muy corta
(10-100 A), establecer una orientacién espacial dipolo-dipolo para la transmisién de energia,
tener un solapamiento entre los espectros de absorcién del aceptor y emisiéon del donador, y
ademas; deben tener una vida media relativamente larga para que el evento pueda ser medible

(Liu et al., 2020).

Un ejemplo de este tipo de aptasensores lo tenemos en el estudio realizado por Wang.y
colaboradores (2020), representado en la figura 7, donde se disefid un nuevo biosensor
para Escherichia coli, basado en la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
(FRET) entre nanoparticulas de conversion ascendente unidos a aptameros (UCNP) como
donantes y nanohojas de disulfuro de tungsteno (WS ) en capas como aceptor efectivo. La
superposicidn espectral entre la emisiéon de fluorescencia de UCNP vy laabsorcidn
de WS ; permite la aparicion de FRET, lo que da como resultado la extincion de la fluorescencia
de conversidn ascendente. En presencia de E. coli, el aptdmero especifico se une
preferentemente a E. coli, provocando cambios en la conformacién del aptamero, un fenémeno
que disocia las UNCP lejos de la superficie de las nanohojas WS, y, por lo tanto, recuperdandose
partes de la fluorescencia apagada de las UCNP. La sefial fluorescente era proporcional a la
concentracion de E. coliy el aptasensor demostré tener una gran correlacion lineal (R =0,9929).
Esto fue determinado mediante la preparacion de diluciones seriadas de concentraciones de E.
coli desde las 85 a las 85 x 10 7 UFC mL?, con un limite inferior de deteccidon (LOD) de 17 UFC/

mL.
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Figura 7. Aptasensor basado en la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (Wang

et al., 2020).

4.4 Aplicaciones de los aptasensores

4.4.1 Diagnodstico de cancer

El diagndstico precoz del cancer es fundamental para el tratamiento de la enfermedad. La
tomografia computerizada (CT), la resonancia magnética (MRI), la inmunohistoquimica, los
analisis de biomarcadores de cancer en suero (por ejemplo, utilizando un ensayo basado en
anticuerpos como ELISA) y la citometria de flujo se emplean cominmente para el diagndstico
de cancer. Sin embargo, las bajas concentraciones de biomarcadores del cancer en suero o
plasma, mezclados con otras proteinas, hacen que el diagndstico temprano del cancer sea
bastante complicado. Ademads, estos métodos podrian requerir mucho tiempo y mano de obra
(Kulabhusan et al.,, 2020). En este contexto, los aptdmeros surgen como una herramienta
alternativa, emergente y prometedora para el diagndstico y la obtencion de informacion del
cancer. Esto se debe a la mayor sensibilidad que tienen estas moléculas por sus dianas, o lo que
es lo mismo; su capacidad para detectar concentraciones mas bajas del analito (Kulabhusan et

al., 2020), ademas del abaratamiento de los costes y la sencillez de su uso.

Como ejemplo de la sensibilidad de éstos métodos, podemos mencionar el trabajo realizado por
Borgheiy colaboradores, donde se desarrollé un aptasensor colorimétrico simple basado en la
agregacion de nanoparticulas de oro (AuNP), capaz de detectar células cancerigenas con un

limite de deteccidn de 10 células (Borghei et al., 2016).

Otro ejemplo de especificidad y afinidad de unién lo podemos encontrar en el estudio realizado
por Shangguan y colaboradores, donde se logré encontrar experimentalmente, mediante
técnicas fluorométricas, varios aptameros que podria reconocer especificamente células

leucémicas en aspirados de médula dsea humana en muestras clinicas reales y unirse a ellas con
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una Kd en el rango de nanomolar a picomolar. Para la obtencion de dichos aptameros aplicaron
el método de Cell-SELEX, eligiendo dos lineas de células tumorales hematopoyéticas como
sistema modelo para la seleccidn de aptameros porque estdn bien estudiadas y consisten en
células tumorales relativamente homogéneas. Una de ellas era una linea celular de leucemia
linfobldstica aguda (LLA) de células T precursoras cultivadas, como diana para la seleccién de
aptdmeros; y la otra una linea celular AB del linfoma de Burkitt humano, como control negativo
para reducir el numero de secuencias de ADN que podrian unirse a moléculas de superficie

comunes presentes en ambos tipos de células (Shangguan et al., 2006).

4.4.2 Diagnostico de enfermedades infecciosas bacterianas

Aunque los métodos para la deteccién y el control de bacterias patdgenas estan bien
establecidos y estandarizados en entornos hospitalarios, estos métodos convencionales
conllevan en muchas ocasiones varias desventajas. Por ejemplo, los métodos basados en el
cultivo bacteriano y las pruebas metabdlicas, ampliamente utilizados, pueden tardar varios dias
para la identificacion de la bacteria patégena, un retraso inaceptable en situaciones de
emergencia y de algunas infecciones como la sepsis (Chang et al., 2013). Ademas de que estas
técnicas consumen mucho tiempo o requieren equipo sofisticado y personal altamente

capacitado, lo que aumenta el costo del analisis (Torres-Chavolla y Alocilja, 2009).

Por otro lado, los métodos de deteccidn basados en la amplificaciéon de acidos nucleicos, como
la PCR, aunque puedan parecer idéneas por su gran sensibilidad y llevarse a cabo en cuestién de
horas, estos métodos requieren de instrumentacién costosa y procedimientos complejos que
limitan el uso generalizado de estas tecnologias para el diagnéstico clinico (Chang et al., 2013).
El uso de biosensores basados en anticuerpos también es una opcién valida, pero a consecuencia
de las desventajas que presentan, anteriormente mencionados, se ha probado el estudio de

aptasensores para el diagndstico de bacterias patégenas (Moon et al., 2015).

Por lo general, para la deteccion directa de bacterias, se suele utilizar el método Cell-SELEX para
la obtencién de aptdmeros que puedan unirse mejor a las proteinas nativas inalteradas de la
superficie celular. Mientras que, por otro lado, se utiliza el SELEX de proteinas para encontrar
aptdmeros que puedan unirse a intermediarios o metabolitos secundarios excretados en la
sangre por dichas bacterias, en el caso que se requiera un diagndstico indirecto de la

enfermedad.
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En un estudio de 2013, Chang y colaboradores, lograron desarrollar un método rapido,
ultrasensible, de bajo costo y no basado en PCR, para detectar células individuales de
Staphylococcus aureus utilizando nanoparticulas de oro conjugados con aptameros y un sistema
de deteccién de dispersién de luz de resonancia. Como se comenté anteriormente, las
nanoparticulas de oro (AuNP) poseen fuertes propiedades de dispersién de luz que dependen
de su tamanfio de particula, por lo que les convierte en un agente de contraste idéneo, y en una
herramienta Util para la deteccion molecular ultrasensible. Ademds, los AuNP se pueden
conjugar facilmente con proteinas o moléculas de ADN modificadas a través de enlaces
sulfhidrilo. Los aptameros dirigidos a S. aureus se obtuvieron mediante SELEX basado en células,
incubandose con S. aureus como seleccidon positiva y con S. epidermidis como contraseleccion
negativa, para evitar reacciones cruzadas con una bacteria del mismo género, ademas, ambos
forman parte de la flora comin de la piel. Las constantes de disociacion (K 4s) que se
determinaron para los aptameros dirigidos a S. aureus rondaban la escala nanomolar, lo que

indica su alta afinidad por la bacteria.
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Figura 8. Esquema del aptasensor fluorométrico basado en nanoparticulas de oro. a)
Conjugacién de las AuNP con los aptameros mediante un adaptador de tiol. b) Método directo
de deteccion. c) Método basado en la amplificacion de la sefial mediante el uso de perlas
magnéticas, mejorando la sefial de deteccidn significativamente (Chang et al., 2013).

En ambos métodos, tras la unién del conjugado aptdmero-AuNP a la bacteria, primero se
eluyeron la fraccién no unida y después se analizaron sus sefiales de dispersion de luz utilizando

un lector de fluorescencia.

La deteccién de células individuales se logré en 1,5 horas sin necesidad de equipos costosos.

Estas ventajas hacen de esta tecnologia una opcién atractiva para el desarrollo futuro de
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pruebas de diagndstico en el punto de asistencia sanitaria (Point-of-Care Testing - POCT) de
patdgenos y para el desarrollo de un posible sistema de deteccidon multiplex rapido y sensible
para patégenos comunes en entornos clinicos como las unidades de cuidados intensivos (Chang

et al., 2013).

4.4.3 Diagnostico en enfermedades parasitarias

Los recursos para el diagndstico, tratamiento, seguimiento, prevencién e investigacion de las
infestaciones parasitarias son insuficientes, por lo que la mayoria se catalogan como
enfermedades tropicales olvidadas o desatendidas. A ello se afiade que, hasta el momento, no
existe ninguna vacuna para su control y los medicamentos antiparasitarios producen graves
efectos secundarios. Es urgente, entonces, buscar alternativas diagndsticas y terapéuticas de
bajo costo, gran sensibilidad, especificidad, y facil acceso. La obtencién de aptameros permitiria
mejorar el diagndstico y el tratamiento de infestaciones parasitarias como una alternativa de
bajo costo, y facil produccién para su uso en regiones apartadas, ya que no requieren
refrigeracién, son de larga duracién y no se degradan tan facilmente como los anticuerpos

(Ospina, 2020).

Actualmente, se investiga la obtencion de aptdmeros especificos contra diferentes dianas en
pardsitos como Plasmodium falciparum, Entamoeba histolytica, Leishmania infantum,

Cryptosporidium parvum, Trypanosoma cruziy Trypanosoma brucei (Ospina, 2020).

A modo de ejemplo mencionamos el estudio para el diagndstico de la enfermedad de Chagas
realizado por Nagarkatti, y colaboradores, en 2012, donde adquirieron aptameros de ARN
estables en suero que se unen a tripomastigotes vivos de Trypanosoma cruzi (la forma
extracelular del parasito infectiva en mamiferos) con una afinidad de unidn de la constante de
disociacion (Kd) en un rango de 8 a 30 nM. Uno de estos aptameros obtenidos (concretamente
el Apt68); podia reconocer con gran especificidad los tripomastigotes deT.
cruzi, diferencidandolos de otros tripomastigotes de pardsitos relacionados, como L.
donovaniy T. brucei (Nagarkatti et al., 2012). Estos aptameros especificos se obtuvieron
incubdndose con tripomastigotes vivos enteros de T. cruzi, incluyendo rondas de seleccidon
negativa para descartar las secuencias que se unian a componentes no especificos de los
tripomastigotes. Los aptdmeros pueden entonces utilizarse en estrategias de concentracion de
tripomastigotes en sangre para aquellos casos en los que el paciente tenga una baja

concentracién en sangre, y sea dificultoso su diagndstico mediante otras técnicas.
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Otro estudio realizado por el mismo grupo en 2014 obtuvo aptdmeros de ARN contra antigenos
excretados de tripomastigote (TESA), que son liberados en la sangre del huésped y se han
estudiado como potenciales biomarcadores de la enfermedad. Los aptdmeros se incubaron con
una preparacion concentrada de los antigenos TESA durante el procedimiento SELEX. Se
utilizaron hasta un total de 10 rondas de SELEX, incluyendo rondas positivas y negativas para
aumentar su afinidad especifica por los TESA en sangre de raton. Se determind el aumento
gradual de la afinidad de unién de los aptameros por los TESA mediante un ensayo tipo ELISA,
pero en lugar de utilizar anticuerpos, se utilizaron grupos de aptameros biotinizados (ELA:
aptameros unidos a enzimas) procedentes de distintas rondas del proceso SELEX, a diferentes
concentraciones. Estas concentraciones fueron 31, 125 y 500 nM, de lasrondas 1, 2,4, 6, 8 y 10;
respectivamente, como se muestra en la figura 9 (Nagarkatti et al., 2014). Dichos resultados
hacen palpable el aumento de afinidad de unidn de los aptameros a los TESA a medida que

aumenta el nimero de rondas de seleccion SELEX.
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Figura 9. Grdfica de afinidad de los aptdmeros biotinizados por los TESA. Eje Y: Unidades relativas
de fluorescencia (RFU); Eje X: Concentracion de aptameros biotinizados (Nagarkatti et al., 2014).

Las formas extracelulares de tripomastigotes de T. cruziy sus biomarcadores TESA pueden
detectarse en individuos infectados mediante PCR con alta sensibilidad durante la fase aguda de

la enfermedad cuando el nimero de pardsitos circulantes es muy alto. Los problemas de
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deteccion pueden venir durante otras fases como el periodo de incubacién del parasito, donde
el nimero de tripomastigotes es alin muy bajo; y durante la fase crénica, donde el nimero de
pardsitos circulantes en la sangre puede fluctuar con el tiempo y ser dificil de detectar mediante
PCR. Uno de los aptameros aislados en el estudio de Nagarkatti y colaboradores fue capaz de
detectar estos biomarcadores circulantes tanto en la fase aguda, como en la fase crénica, por lo
que se podria llegar a consolidar como una potencial herramienta de diagnédstico alternativo

para T. cruzi.

Los métodos de diagndstico mediante aptdmeros anteriormente mencionados podrian ser una
alternativa rapida, sencilla y econdmica a la hora de detectar biomarcadores de diferentes tipos

de enfermedades infecciosas en pacientes con un bajo nimero de unidades infectivas.

4.4.4 Diagnostico de enfermedades viricas

También hay numerosos estudios que avalan el potencial de los aptameros para la deteccién,
diagndstico y terapia de distintos virus. Un ejemplo lo podemos encontrar en el estudio realizado
por Gopinath et al., en 2006 donde consiguieron seleccionar un aptamero capaz de unirse con
alta afinidad a la hemaglutinina del virus de la influenza tipo A y distinguir entre las diferentes
cepas dentro del mismo subtipo del virus (H3N2). Este aptamero se une especificamente a la
region de hemaglutinina (HA) de la cepa objetivo A/Panama/2007/1999 (H3N2) sin reconocer
otros virus de influenza humana, incluyendo otras cepas del mismo subtipo H3N2 (Gopinath et
al., 2006). Cabe mencionar que, en la actualidad, la mayoria de los anticuerpos monoclonales
(mAb) disponibles comercialmente contra HA no pueden distinguir entre los virus dentro de los
subtipos de influenza. El aptamero seleccionado no solo mostré una alta capacidad de
discriminacidn para unirse al HA, sino que también mostré una mayor afinidad (mas de 15 veces)
que el mAb. Ademas, el aptdmero seleccionado inhibié eficazmente la fusion de membranas
mediada por HA, por lo que su uso como terapia dirigida también tiene potencial. Gracias a la
especificidad y al alto grado de discriminacién que tienen los aptameros otra aplicacion podria

ser el genotipado de virus (Gopinath et al., 2006).

Mas recientemente, durante la pandemia mundial de COVID-19, aumento el interés general en
el desarrollo de métodos rapidos, faciles de usar y selectivos para el diagndstico efectivo del
virus SARS-CoV-2. En 2021, el grupo de investigacion de Zavyalova y colaboradores desarrollaron
un prototipo de aptasensor 6ptico basado en la dispersidn Raman mejorada por superficie
(SERS), y compuesto por nanoparticulas de plata y aptameros especificos de la proteina S de

superficie del SARS-CoV-2.
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La espectroscopia Raman se basa en un fendmeno de dispersion de la luz para detectar un
analito mediante vibraciones de enlaces moleculares. Cuando una muestra se expone a la luz
laser, se dispersa una pequeia cantidad de fotones. La mayor parte de la dispersion de luz es
dispersada elasticamente (conocida como dispersidn de Rayleigh) que tiene la misma frecuencia
que la luz incidente. Y una minima parte de los fotones (aproximadamente 1 de cada 10 ©-10 8)
se dispersa inelasticamente (dispersidn Raman), el cual si resulta en cambios de frecuencia entre
la luz incidente y la dispersa que pueden ser medidos en un espectro (Petersen et al., 2021). Al
ser la dispersién Raman tan débil, es necesario usar sustratos SERS que puedan amplificar la
sefal para que pueda ser detectada por espectroscopia. Estos sustratos normalmente son
nanoparticulas metdlicas capaces de aumentar la sefial de Raman en varios 6rdenes de

magnitud (normalmente entre 107 y 10'4) (Petersen et al., 2021).

En el caso del aptasensor en cuestién, los sustratos SERS utilizados fueron nanoparticulas de
plata (AgNP). Estas nanoparticulas, en un medio con fuerza idnica alta, interactian bien con las
proteinas de la superficie del virus, formando agregados en su superficie (esto se cumple
también con otros tipos de virus en las mismas condiciones), amplificando la sefial de Raman.
Enlafigura 10 se esquematiza el mecanismo de SERS para dicho aptasensor. Se afiade al tampdn
buffer los aptdmeros especificos para el virus SARS-CoV-2 marcados con una sustancia
fluorescente y se incuba con el virus. De forma paralela, se incubd la misma mezcla con el virus
de la influenza A como virus control. Acto seguido se afiaden las AgNP. Las nanoparticulas
forman agregados en ambos tipos de virus por igual, la diferencia esta en que los aptameros
especificos marcados se acumulan con mucha mds concentracién alrededor del SARS-CoV-2,
dando como resultado un aumento de la intensidad de SERS con concentraciones mas altas de

SARS-CoV-2 y una disminucidn para los virus control al excitar la muestra con un laser de una

longitud de onda de 532 nm. El limite de deteccidn de dicha prueba fue de 5,5 x 10 # TCID50/mL

(dosis de virus capaz de infectar al 50% de cultivos utilizados).
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Figura 10. Esquema del funcionamiento del aptasensor fluorescente y la formacion de la sefal

SERS (Zavyalova et al., 2021).

5 Conclusiones

Los aptameros han demostrado ser moléculas de biorreconocimiento de enorme potencial para
el disefio de biosensores gracias a su gran especificidad y amplio rango de dianas. Los datos de
los estudios citados sobre el empleo de aptdmeros en biosensores para el diagndstico son muy
prometedores, presentando grados de afinidad muy altos, con valores de Kd en el rango
nanomolar-picomolar y con limites de deteccidn bajos. Esto, junto a su gran versatilidad tanto
en la seleccion durante el proceso SELEX, las diferentes modificaciones quimicas, conjugaciones
y disefio posterior del aptasensor usando diferentes estrategias de sefalizacidn, brindan a los
aptdmeros de una infinidad de posibilidades de ser desarrollados en multitud de aplicaciones

con respecto al diagndstico.

Pese a las numerosas ventajas descritas de los biosensores basados en aptdmeros, la tecnologia
de aptameros permanece aun en una etapa incipiente, en comparacién con los biosensores
basados en anticuerpos, requiriendo aun un mayor desarrollo e investigacion para asegurar su
uso generalizado, sobre todo para usos clinicos. Los resultados de los ensayos experimentales
gue se recaban en esta revision pertenecen, en la mayoria de los casos, a prototipos de

aptasensores que no estan desarrollados para su comercializacién. Siendo muchos de ellos
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simplemente una plataforma aptasensora que necesita de otros métodos de transduccién de la
sefial disponibles en el laboratorio, como por ejemplo un espectrofotémetro. Ademas, deben

estudiarse a fondo las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los aptameros.

Algunos de los problemas mas graves que sufren los aptdmeros de forma intrinseca son la
disminucién de la estabilidad in vivo a causa de las nucleasas y la rdpida excrecién renal. Las
modificaciones quimicas de los aptdmeros antes mencionadas pueden mejorar estas

propiedades farmacocinéticas y mejorar su biodisponibilidad en este sentido.

Cabe mencionar que el grado de reconocimiento de mercado del aptdmero es bajo. Pocas
empresas estan dispuestas a pagar por la comercializacion de patentes relacionadas con
aptdmeros. Esto puede revertirse si las investigaciones futuras se centran en desarrollar
productos practicos aplicables. De esta forma, se podria incrementar el grado de

reconocimiento del mercado de aptdmeros.

Por ultimo, aunque los aptameros son baratos, las modificaciones quimicas, la matriz de
inmovilizacién de aptameros en los biosensores y los dispositivos de deteccién que acompafian
al biosensor son costosos, lo que da como resultado que el coste total no sea significativamente

mas barato que los biosensores basados en anticuerpos existentes.

A pesar de la impresionante investigacion y el progreso que se ha realizado en este campo,
todavia hay margen para mayores refinamientos y, por lo tanto, una explotacion futura mas
exitosa de todo su potencial como reactivos verdaderamente versatiles. Los datos actualmente
disponibles indican que los aptasensores de diagndstico son factibles y merecen una

investigacion y un desarrollo futuros.
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