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Introducción
El mal de Chagas es una enfermedad infecciosa que genera una gran
morbilidad, con aproximadamente 6 millones de infectados mundialmente y 2
millones de personas en riesgo de infección en el Perú (1). Es una
enfermedad parasitaria transmitida por vectores de la subfamilia Triatominae
(chinches) y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi. A pesar de que
los determinantes clínicos de esta enfermedad han sido muy estudiados, la
detección del parásito causante de la enfermedad de Chagas sigue siendo un
desafío. Los biomarcadores tradicionales en Chagas corresponden a
antígenos (2), por lo que existe una ventana de potenciales biomarcadores no
abarcada, proteínas altamente expresadas que permitan la detección directa
del parásito. Un aptámero es un ligando de ARN o ADN de hebra simple que
une con gran afinidad una molécula blanco y es generado a través de la
técnica SELEX (del inglés, Systematic Evolution of Ligands By Expontial
Enrichment) (3). Los aptámeros presentan ciertas ventajas, como mayor
estabilidad química, facilidad de síntesis, reproducibilidad y baja probabilidad
de generar respuesta inmune. Además, presentan la ventaja de poder unir un
amplio espectro de moléculas de diferente naturaleza química y tamaño, al
no estar limitados por la inmunogenicidad. En este trabajo se emplearon
técnicas bioinformáticas y de evolución in vitro (SELEX) para identificar
posibles nuevos biomarcadores de T. cruzi y desarrollar aptámeros como
nuevos biosensores.

Metodología

Flujo de trabajo experimental

Ribosome profiling es una tecnología que permite evidenciar la ocupación del
ARNm por el ribosoma. A partir de data de Ribosome profiling de T. cruzi
publicada el 2015 (4) se realizó un análisis cuantitativo de proteínas
expresadas en el parásito.

Esquema de selección de una proteína abundante y conservada en el tripomastigote metacíclico de
Trypanosoma cruzi.

Para seleccionar aptámeros contra los péptidos hallados, perlas magnéticas
fueron saturadas con péptidos biomarcadores (P) y se incubaron con una
biblioteca aleatorizada de ssDNA, posteriormente se separaron con un
estante magnético. Los ssADNs unidos se amplificaron y la biblioteca
regenerada se usó para 13 rondas de selección. Finalmente, los ssDNAs
enriquecidos fueron identificados por Next Generation Sequencing (NGS).

(A )Esquema del proceso de SELEX para el péptido Tc1 y secuenciamiento en el MiSeq 2000
(Illumina, USA, CA) (B) Flujo de análisis de secuenciación usando FASTAptamer v1.03 (Khalid,
2015) and the MEMEsuite (Bailey and Elkan, 1994; Bailey et al., 2009).

Resultados y discusión
Se identificaron diez proteínas altamente expresadas como potenciales
biomarcadores, siendo la mejor candidata la proteína codificada por el gen
TcCLB.510323.60. Péptidos generados a partir de esta proteína se identificaron
por Optimum Antigen TM design tool de Genscript, produciéndose el péptido Tc1.

(A) Lista de proteínas abundantes identificadas a través de data de Ribosome profiling.
Comparación de lecturas normalizadas por Kilobase (nRPK) en Epimastigote (nRPK E) y
Tripomastigote metacíclico (nRPK MT). El ratio de lecturas entre ambos ciclos del parásito es
expresado como log2FC (MT / E). Source: Smircich P, 2015. (B) Lista de oligonucleotidos
identificados por secuenciamiento Illumina usando un análisis de abundancia y enriquecimiento.
*RPM (lecturas por millón) **Rank en relación a abundancia.

La data de secuenciamiento fue analizada y se hallaron tres candidatos a
aptámeros, TA1 (alta abundancia y enriquecimiento), TA2 (abundante) y TA11
(enriquecido). Todos presentaron un motivo rico en guaninas.

Unión de aptámeros TA a lisados de cultivos de T.cruzi. Lisados de cultivos T. cruzi (420 ng/pocillo)
fueron evaluados usando ELONA con aptámeros TA1, TA2, TA11 (1µM/pocillo). Lisados tratados
con Tritón X-100 (TT) poseían proteínas de membrana. Lisados sonicados (SP) poseían proteínas
solubles totales. Blank 1 y Blank 2, evaluaron la unión inespecífica de estreptavidina-HRP y de la
sonda biotinilada. Los experimentos se hicieron por duplicado.

Los aptámeros fueron capaces de unir el péptido TC1 diferencialmente
(p<0.05) y mostraron reactividades 2 a 3 veces mayores que el cut-off
establecido en lisados (0.071196 para proteína soluble total y 0.082576 para
proteína de membrana). Los ensayos con lisados crudos de T. cruzi sugieren
la presencia de la proteína codificada por el gen TcCLB.510323.60 en la
membrana del parásito.

Conclusiones

- La estrategia de SELEX utilizada permitió la selección de aptámeros
contra el péptido TC1, que presentaron el mismo motivo rico en G
enriquecido en las bibliotecas finales.

- Los tres aptámeros identificados, TA1, TA2 y TA11 se unen al péptido Tc1
en lisados de proteínas totales y proteínas totales de membrana de
cultivos de tripomastigote de T. cruzi.

- Los aptámeros contra TC1 reportados son los primeros aptámeros de ADN
contra un péptido de T. cruzi hasta la fecha.
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Nombre RPM* Rank** Enrich
TA1 97679.4 1 1083.4 (5-13)
TA2 34461.5 2 2.2 (10-13)
TA3 19350.9 3 2.1 (10-13)
TA4 18888.3 4 2.3 (10-13)
TA5 14031.3 5 1.8 (10-13)
TA6 12720.7 6 3.3 (10-13)
TA7 9816.77 7 1.9 (10-13)
TA8 9122.92 8 2.4 (10-13)
TA9 8274.87 9 1.4 (10-13)
TA10 7144.14 10 3.9 (10-13)
TA11 4985.48 20 55.3 (5-13)
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ID nRPK E nRPK MT log2FC
(MT/E)

Anotación

TcCLB.510323.60 48.19 188065.36 11.93 hypothetical protein
TcCLB.509007.50 35.04 49562.27 10.47 hypothetical protein
TcCLB.428999.20 143.73 198915.22 10.43 receptor-type adenylate cyclase putative

TcCLB.509455.140 79.99 82531.21 10.01 cyclin putative

TcCLB.509455.70 151.63 143101.66 9.88 DNA polymerase delta subunit 2 putative

TcCLB.511545.170 93.49 72912.2 9.61 hypothetical protein conserved

TcCLB.510877.160 150.28 52416.8 8.45 hypothetical protein conserved

TcCLB.504427.75 768.89 139679.28 7.51 hypothetical protein conserved pseudogene

TcCLB.506797.110 520.21 41140.45 6.31 hypothetical protein conserved

TcCLB.506777.70 3581.91 46963.54 3.71 protein kinase putative cyclin
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