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Resumen

El cancer de mama, es el cancer mas comuan y la principal causa de muerte en mujeres en todo
el mundo. Es una enfermedad heterogénea clasificada en distintos subtipos moleculares debido a la
presencia o0 ausencia de receptor de estrogeno (ER), progesterona (PR) o factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2). El subtipo HER2, comprende casi entre 10-15% de todos los canceres de
mama invasivos. La primera linea de tratamiento del cancer de mama HER2+, es mediante el uso de
anticuerpos Trastuzumab y Pertuzumab, dado que se unen al subdominio IV y Il del receptor,
respectivamente. En este sentido, las tasas de supervivencia superan el 90% en cancer de mama HER2+
temprano, si se trata con quimioterapia, terapia con doble anticuerpo, etc. Sin embargo, pacientes con
cancer de mama HER2+ metastasico, desarrollan resistencia a los mismos, lo que conduce a la
progresion de la enfermedad, muriendo una gran cantidad de pacientes. Este hecho exige nuevos
enfoques terapéuticos para tratar el cancer, siendo los aptameros candidatos con gran potencial dada su
alta afinidad y alta especificidad por su blanco molecular. Ademas, tienen rapida penetracién en los
tejidos, facilidad de ser sintetizados y modificados quimicamente, por lo que la administracion de
farmacos dirigida a tumores, mediante el uso de aptdmeros, puede aumentar la eficacia de la terapia 'y
reducir la toxicidad de la misma. Los aptdmeros son obtenidos mediante SELEX, realizando distintas
rondas contra un blanco especifico y posteriormente, realizando la separacion y la amplificacién de los
aptameros unidos al blanco. De este modo, los aptdmeros pueden unirse a blancos especificos, bajo
ciertas condiciones (pH, Temperatura, fuerza idnica, etc) formando estructuras definidas, confiriéndoles
la capacidad de unirse a diversas moléculas, presentando una union especifica aptdmero-ligando con
afinidades en el entorno de uM-nM. A efectos de mejorar la estrategia de SELEX, se disefiaron
diferentes tipos de metodologias (Cell-SELEX, In Vivo-SELEX, etc) siendo aplicadas de acuerdo a las
propiedades y entorno que presente la molécula blanco.

En este marco, se realizd una estrategia de seleccion de aptdmeros por Cell-SELEX, con las lineas
celulares BT-474 con alta expresion del receptor HER2. Se realizaron rondas que consistian en un Cell-
SELEX convencional y rondas especializadas en las que se utiliz6 como guia los anticuerpos
Trastuzumab y Pertuzumab a efectos obtener aptameros contra los subdominios Il 'y IV del receptor
HER2. Finalmente, el enriquecimiento de las rondas se analiz6 mediante citometria de flujo. Los
resultados indican que se obtuvo una poblacién de aptdmeros enriquecidos, lo cual tiene gran potencial
para ser utilizado a futuro en aplicaciones biomédicas. Esto nos impulsa a seguir trabajando con los

aptameros generados y en profundizar la caracterizacion de los mismos.

Palabras clave: Céncer de mama; Receptor HER2; Trastuzumab; Pertuzumab; Aptdmero; Cell-
SELEX, LGCS.
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|. Introduccidn

1. Cancer

El cancer es una enfermedad o conjunto de enfermedades (Figura 1) que a diferencia de las
infecciosas y parasitarias, no es desencadenada por alguna entidad extrafia en nuestro cuerpo, sino por
alteraciones en el ADN de la célula. Dichas alteraciones en el ADN pueden ser reordenamientos
cromosoémicos, mutaciones y cambios epigenéticos que llevan, en este Gltimo caso, a la activacion de
genes promotores del crecimiento tumoral o a la inhibicion de genes supresores de tumores, provocando
un crecimiento incontrolable de la célula que conduce al desarrollo del cancer (Hausman, 2019;
Provenzano, Ulaner, & Chin, 2018).

Esta enfermedad es una de las principales causas de muerte en el mundo, se estima que en el
2020 se produjeron 19,3 millones de casos nuevos y casi 10 millones de muertes por cancer (Figura 1).
Es un problema global en aumento, que se agudiza mayormente en los paises con un bajo y medio poder
adquisitivo debido principalmente a la falta de recursos que promuevan programas de prevencion,
pruebas diagndsticas y métodos modernos para el tratamiento (Smolarz, Nowak, & Romanowicz, 2022;
Sung et al., 2021; Vineis & Wild, 2014).
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Total: 19 292 789 cases Total: 9 958 133 deaths

Figura 1. Distribucidn de la incidencia (izquierda) y mortalidad (derecha) mundial entre los diferentes
tipos de cancer en el afio 2020, asi como el nimero de cantidad de casos y muerte, para ambos sexos.
Extraido y modificado de (Sung et al., 2021).

En el Uruguay, la situacion epidemioldgica en relacion a las muertes por cancer de acuerdo con
la informacién difundida por el ministerio de salud, constituyen un 25% del total de las defunciones
registradas en cada afio (Figura 2) (CHLCC, 2022).
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Figura 2. Distribucion de la mortalidad en el Uruguay por diferentes causas. Extraido de (CHLCC,
2022).

1.1 Cancer de mama

El cancer de mama es el cancer mas comin y la principal causa de muerte en mujeres en todo
el mundo (Figura 3). Aproximadamente 1,38 millones de casos fueron diagnosticados en 2008 y
alrededor del 60% de las muertes ocurrieron en paises en desarrollo. Esto es debido a que dichos paises
enfrentan limitaciones en recursos e infraestructura que desafian el objetivo de mejorar el
reconocimiento, diagnéstico y manejo oportuno, con una tasa de supervivencia estimada a los 5 afios
del 80% en los paises desarrollados y por debajo del 40% en los paises en desarrollo (Akram, Igbal,
Daniyal, & Khan, 2017). En consecuencia, mujeres de zonas rurales y remotas son las mas afectadas
puesto que tienen menos acceso a servicios de salud y menores ingresos (Gholikhani et al., 2022).
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Figura 3. Tasa de incidencia y mortalidad del cancer de mama en el 2020 a nivel mundial,

estandarizadas por 100.000 por afio y por edad. Extraido y modificado de (Sung et al., 2021).




En Uruguay, si se excluye el cancer de piel, el cancer de mama es el méas frecuente,
registrandose aproximadamente unos 2000 casos anuales, siendo en mujeres una de las principales
causas de muerte, en vista de que se producen 715 muertes por afio. Por ende, respecto a las tasas de
incidencia y mortalidad (periodo 2015-2019) por edad en comparacion con otros tipos de cancer
(Figura 4), fueron de un 75,33% y 21,54% respectivamente (CHLCC, 2023).
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Tasa ajustada poredad a |a poblacion mundial estandar expresada en casos por 100.000 habitantes.
Figura 4. Principales sitios de incidencia del cancer, con su respectiva tasa de mortalidad en Mujeres
durante el periodo 2015-2019. Extraido y modificado de (CHLCC, 2023).

Por otra parte, el cAncer de mama es una enfermedad iniciada en las células mamarias, debido
a causas como ser; herencia de fallas o generacion de dafio en el ADN, alteracion hereditaria por
exposicién a estrégenos o genes como P53, BRCAL, BRCA2, entre otros. Dado que P53 es un gen
importante en el control de la division y destruccion de las células y BRCA1 y BRCA2 son genes
implicados en la reparacién del ADN. Asimismo, pacientes con antecedentes familiares de cancer de
mama u ovario tienen posibilidades de desarrollar este tipo de cancer. Puesto que el cancer de mama
ocurre debido a una asociacion entre factores genéticos y ambientales; cuando se produce una
mutacién en los genes involucrados en la codificacion de la via RAS/IMEK/REK vy la via PISK/AKT
(vias que defienden a las células normales de la muerte celular), las células se vuelven incapaces de

inducir su muerte celular, lo que conduce al desencadenamiento de dicho cancer (Akram et al., 2017).

1.2 Anatomia de la mama

La mama esté& formada por tejido graso denominado tejido adiposo, dicho tejido esta constituido
de vasos sanguineos, vasos linfaticos, ganglios linfaticos, tejido conjuntivo fibroso y ligamentos. Por
otra parte, la epidermis de la areola y pez6n se encuentran muy pigmentadas y arrugadas, conteniendo
esta Ultima varias glandulas sudoriparas apocrinas y sebaceas, asi como pelo algo pequefio. Si bien tanto

los hombres como las mujeres presentan mamas, las de las mujeres tienden a contener mas tejido




glandular que los hombres (Figura 5). Es pertinente sefialar que, a diferencia de la de los hombres, son
muy sensibles a cambios hormonales en el cuerpo que estan estrechamente asociados con el sistema
genital, dado que adoptan cambios ciclicos en sincronia con el ciclo menstrual. Por otro lado, las mamas
de las mujeres contienen entre 12 a 20 I6bulos que se dividen a su vez en lébulos més pequefios, los
cuales se encuentran conectados a través de conductos lacteos denominados conductos galactoforos.
Estos conductos son dirigidos hacia la base del pezén para funcionar como transportadores de leche
hacia estos. Asimismo, en lo profundo del pezén y la areola, varias fibras musculares lisas se ubican de
manera radial y circular en el tejido conjuntivo denso y longitudinalmente a lo largo de los conductos
galactdéforos que se alargan hasta el pezon, para provocar el vaciamiento de las mamas, la ereccién del
pezdn y la contraccién de la areola. Sin embargo, dicho tejido mamario también se puede expandir

erraticamente hacia la axila (Akram et al., 2017; Jesinger, 2014).
Mama masculina Mama femenina
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Figura 5. Anatomia de la mama normal masculina y femenina en seccién transversal, con sus

respectivas diferencias. Extraido y modificado de (Jesinger, 2014).

1.3 Clasificacién histologica del cancer de mama

Los cénceres de mama son heterogéneos, presentando caracteristicas morfologicas y
moleculares bien diferenciadas, lo que conlleva a que su comportamiento clinico y respuesta al
tratamiento difiera. Es por ello, que la clasificacion del cAncer es de suma importancia para proporcionar
un diagndstico preciso de la enfermedad, asi como predecir el comportamiento de dicho tumor,
facilitando la toma de decisiones para el tratamiento (Tsang & Tse, 2020).

Historicamente, los sistemas de clasificacion del cancer de mama se han basado en la evaluacion
histopatoldgica, incluyendo el tipo y grado histopatologico (Vuong, Simpson, Green, Cummings, &
Lakhani, 2014). Segun el sitio, los canceres de mama a nivel histolégico, se dividen en canceres

invasivos y no invasivos. El cancer de mama no invasivo, es aquel que no se ha extendido fuera del

Ry



I6bulo o conductos galactéforos. Un ejemplo de este tipo de cancer es el carcinoma ductal in situ (DIC),
el cual aparece cuando se desarrollan células atipicas dentro de los conductos y que no se han extendido
a la proximidad del tejido o al exterior, sin embargo, existe la posibilidad de que a futuro puedan
progresar y convertirse en un cancer de mama invasivo. Un cancer de mama invasivo existe cuando las
células tumorales dentro de los lobulillos 0 conductos galactéforos se distribuyen en las proximidades
del tejido mamario. Por consiguiente, dichas células durante su desarrollo o cuando el tumor es grande,
pueden pasar a través de la mama a diferentes partes del cuerpo a traves del sistema inmunitario o a la
circulacion sistémica, llegando a otros 6rganos como ser el cerebro, los huesos, los pulmones y el

higado. Esta invasion es conocida como metastasis.

Dentro de los diferentes tipos de carcinoma que hay, el carcinoma de mama invasivo es el mas
frecuente en mujeres (Akram et al., 2017), habiendo més de 21 subtipos definidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). De estos subtipos, el mas frecuente es el carcinoma ductal invasivo (40%
al 75% de los casos), perteneciendo el resto a un tipo “especial” morfologicamente distinto que incluye
al carcinoma invasivo lobulillar, tubular, mucinoso, metaplésico, carcinoma con caracteristicas

medulares, neuroendocrinas o apocrinas (Figura 6).

siendo a) carcinoma ductal invasivo, b) carcinoma lobulillar clasico, ¢) carcinoma tubular, d) carcinoma

mucinoso, e) micropapilar invasivo, f) carcinoma lobulillar pleomorfico, g) carcinoma medular, h)

carcinoma metaplasico, i) carcinoma quistico adenoide. Extraido de (Vuong et al., 2014).
Asimismo, todos los carcinomas invasivos, independientemente del tipo histolégico, son

categorizados por un sistema de clasificacion de Bloom y Richardson (Bloom & Richardson, 1957),

modificado por Elston y Ellis (Elston & Ellis, 1991). En dicho sistema, se asignan puntuaciones que
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van del 1 al 3, para la proporcion de formacion de tubulos (siendo 3 una formacion deficiente), el grado
de pleomorfismo nuclear (siendo 3 alto grado de pleomorfismo) y el recuento mitético (siendo 3 alto
recuento mitético). Posteriormente, las puntuaciones se combinan para dar un grado de 1 (entre 3y 5),
2 (entre 6y 7) 0 3 (entre 8y 9), en el que los tumores de grado 1 son los més diferenciados y los de
grado 3 menos. La diferencia entre los grados recae ademas que aquellos canceres de mama de alto
grado, reaparecen y hacen metéstasis tempranamente, mientras que aquellos con grado bajo, suelen

tener una buena respuesta clinica (Vuong et al., 2014).

1.4 Clasificacion molecular del cancer de mama

Mas reciente, los datos moleculares obtenidos de una diversidad de técnicas como ser
hibridacion genémica comparativa (CGH), perfiles de expresion génica, secuenciacién masiva, entre
otros, han permitido detectar mutaciones, reordenamientos cromosomicos y alteraciones en el nimero
de copias del genoma. Estos datos que aportan informacion genotipica, han sido utilizados para refinar
la clasificacion del cAncer de mama, de manera de proporcionar un nuevo nivel de conocimiento sobre
la complejidad de los cambios genéticos y la existencia de heterogeneidad intratumoral, permitiendo
predecir el prondstico, asi como el tipo de respuesta potencial y tratamiento endécrino. Lo anterior, con
el objetivo de dar una terapia mas individualizada del paciente mediante el uso de biomarcadores. Los
biomarcadores son “una caracteristica medible, que permite evaluar objetivamente, usandose como un
indicador de procesos biolégicos normales, patogénicos o respuestas farmacoldgicas en una
intervencion terapéutica” (Kashyap et al., 2022). En la practica clinica de rutina para cancer de mama,
solo tres se usan en todo el mundo: receptor de estrégeno (ER), receptor de progesterona (PR) y el
receptor de factor epidérmico humano 2 (HER2) (Provenzano et al., 2018; VVuong et al., 2014). Estos
moléculas normalmente estan presentes en células normales pero en menor cantidad (Tsang & Tse,
2020). Por tanto, una clasificacion molecular es necesaria de manera de categorizar a los pacientes que
puedan beneficiarse de una terapia dirigida, como ser la terapia hormonal y la terapia anti-HER2

(Orrantia-Borunda, Anchondo-Nufiez, Acufia-Aguilar, Gomez-Valles, & Ramirez-Valdespino, 2022).

La inmunohistoquimica de estos receptores permite clasificar molecularmente los canceres de
mama en 4 subtipos intrinsecos de acuerdo a la expresion de los mismos (ER+, PR+, HER2+): Luminal
A, Luminal B, subtipo HER2 y cancer de mama triple negativo (TNBC), siendo este Gltimo
caracterizado por la falta de expresion de dichos receptores (Figura 7,8). Por otra parte, se ha visto que
la expresion de ki-67 muestra tasas de supervivencia mas bajas, por lo que se ha utilizado como
biomarcador para proveer informacion sobre la proliferacion celular, permitiendo en conjunto,
determinar la agresividad del cancer junto con la respuesta al tratamiento y el tiempo hasta la ocurrencia,
por ende, el mismo es crucial al momento de elegir la terapia de tratamiento adecuada (Gupta, Rai,
Agarwal, & Namdev, 2018; Hammond et al., 2010; Orrantia-Borunda et al., 2022).
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Luminal A Luminal B

Figura 7. Inmunohistoquimica de los carcinomas de mama invasivos Luminal A, Luminal B, subtipo
HER2 y TNBC. Siendo el cuadrante tefiido (en caso de corresponder): A. Receptor de Estrdgeno,
tincion nuclear; B. Receptor de Progesterona, tincion nuclear, C. Receptor HER2, tincion de membrana,
D. Ki-67, tincion nuclear. Extraido y modificado de (Orrantia-Borunda et al., 2022).

El subtipo molecular luminal A es el mas comun y representa entre 40-50% de los canceres de
mama invasivos. Generalmente es de bajo grado, de crecimiento lento, con el mejor prondstico y mayor
tasa de supervivencia entre todos los subtipos intrinsecos. Se caracteriza por la presencia de ER y/o PR
y la ausencia de HER2, asimismo tienen una baja expresion del marcado de proliferacion celular ki-67
(menor del 20%). Los luminal B constituyen entre 10-20% de los tumores luminales. Suelen ser de
mayor grado, por lo que tienen un peor pronostico que los anteriores. Ademas, muestran una expresion
més baja de genes relacionado con ER, pero una expresion més alta de genes relacionados con la
proliferacion y una expresion variable de genes relacionados con HER2 que los canceres luminales A.
Son ER+ y pueden ser PR- 0 PR+. Por otra parte, tienen una alta expresion de ki-67, haciendo que este
tipo de tumores crezcan mas rapido que los luminales A (Inic et al., 2014). El subtipo HER2 comprende
aproximadamente entre 10-15% de todos los canceres de mama invasivos, y esta caracterizado, por la
sobreexpresion de genes asociados a la sefializacion de otros genes implicados en la activacion de la
via de HER2/HER2, ubicados en el amplicon de HER2 en el cromosoma 17, brazo ¢, banda 1, sub-
banda 2 (Chr17g12), y por la ausencia de ER y PR. Estos tumores crecen mas rapido que los luminales
y suelen ser de alto grado, teniendo un curso clinico agresivo. Dentro de este subtipo se distinguen dos
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subgrupos: HER2 luminal (ER+, PR+, HER2+ y ki-67 entre 15-30%) y HER2 enriquecido (ER-, PR-,
HER2+ y ki-67>30%) (Krishnamurti & Silverman, 2014). El subtipo TNBC constituye el 15-20% de
todos los canceres de mama y es el mas comun entre las mujeres menores de 40 afios y mujeres
afroamericanas. Dicho subtipo se clasifica en varios subgrupos adicionales, como ser los basales (BL1
y BL2), claudin-bajo mesenquimales (MES), receptores de andrdgenos luminales (LAR) e
inmunomoduladores (IM), en el que los dos primeros estan presentes con una frecuencia del 50-70%,
mientras que el resto entre 20-30%. Asimismo, a diferencia de los otros subtipos, cada uno de estos
subgrupos presenta resultados clinicos, genotipicos y sensibilidades farmacoldgicas distintas. EIl TNBC
es el mas agresivo de todos los subtipos y el 80% de los canceres de mama (gen supresor de tumores
BRCAL y BRCAZ2) pertenecen a este grupo. El riesgo de desarrollar TBNC varia segln la genética, la
edad, el peso, la raza y la obesidad, asi como los patrones de lactancia y la paridad. En suma, el TBNC
presenta una alta tasa de proliferacién, alteracién de genes implicados en la reparacion del ADN y
aumento de la inestabilidad gendmica, siendo mas agresivo, presentando recaidas tempranas, con
tendencias a presentarse en estadios avanzados (Kumar & Aggarwal, 2016; Orrantia-Borunda et al.,
2022; Tsang & Tse, 2020).

Breast cancer pathogenesis and histologic vs. molecular subtypes
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Figura 8. Clasificacion histopatolégica y clasificacion molecular del cancer de mama, y sus diferencias,
siendo ER (receptor de estrégeno), PR (receptor de progesterona), HER2 (receptor epidérmico

humano). Extraido de Eric Wong y Jenna Rebelo.
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1.5 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)

En el afio 1984, Weinberg y colaboradores describieron por primera vez al receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2, HER2/neu, erbB2), una glicoproteina transmembrana de
185 kDa receptora de tirosina quinasa. Dicho HER2, es miembro de la familia del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR, también conocido como erbB) o familia HER (Figura 9) (Schechter
et al., 1984). La familia HER esta constituida por HER1 (erbB1), HER2 (erbB2), HER3 (erbB3) y
HER4 (erbB4). Dicha familia de receptores cumple un rol en la comunicacion célula-célula y célula-
estroma, principalmente mediante un proceso denominado transduccién de sefiales. En este proceso,
diversos factores de crecimiento externos o ligandos influyen en la transcripcion de varios genes al
fosforilar una serie de residuos, provocando la activacion de intermediarios de sefializacion intracelular,
de los cuales varios poseen actividad enzimatica y en Ultima instancia terminan afectando la
proliferacion celular, la supervivencia, la motilidad y la adhesion (Eigenbrot, Ultsch, Dubnovitsky,
Abrahmsén, & Hard, 2010; Ross et al., 2009; Schechter et al., 1984).
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Figura 9. Familia de genes del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (HER), en el que
se observa la complejidad de las vias de sefializacion iniciadas por receptores de proteinas de la familia
HER en la superficie celular y como su activacion o inhibicion estimulan la sefializacion corriente abajo

en otras vias biologicas. Extraido de (Ross et al., 2009).




Los receptores de la familia HER son mediadores esenciales de la proliferacion y diferenciacion
celular en el desarrollo del embrién y en tejidos adultos, por lo que su activacion inapropiada, se asocia
con el desarrollo de muchos tipos de cancer. De igual modo, los receptores de HER estan constituidos
por una region extracelular de aproximadamente 630 aminoacidos que presenta cuatro dominios
denominados I/L1, II/CR1, I1I/L2 y IV/CR2, dispuestos como una repeticion en tandem de una unidad
de dos dominios, una sola region transmembrana y una region de tirosina quinasa citoplasmatica
intracelular responsable de la transduccién de sefiales. Tras su homodimerizacion y/o
heterodimerizacion inducida por ligandos del dominio extracelular (a excepcion de HERZ2), los
receptores HER experimentan un cambio conformacional que provoca la activacion de la quinasa
citoplasmatica, la autofosforilacion y el posterior inicio de transduccién de sefiales a través de vias
oncogénicas, como ser la PIBK/AKT/mTOR v las vias RAS/RAF/MEK/ERK (Figura 9) (Hanker et al.,
2021). No obstante, en cuanto al miembro de la familia HER2, es el Unico receptor HER que en su
conformacion natural se asemeja a un estado activado por ligando y carece de un ligando de alta afinidad
(Cho et al., 2003), por lo que puede formar heterodimeros con los otros tres miembros de la familia
(siendo entre HER2 y HERS3 el complejo de sefializacion més activo entre los dimeros de tirosina
quinasa) o encontrar como homodimero en el caso de una concentracion del receptor elevada (como en

el cancer).

La formacion del heterodimero, tras la union del ligando, produce la fosforilacion y activacion
de las vias de sefalizacion rio abajo de la fosfatidil-inositol-3 quinasa (PI3K), y las vias de la proteina
quinasa activada por mitdgeno Ras/Raf (MAPK) que, en consecuencia, mejoran la proliferacion celular,
la supervivenciay la inhibicién de la apoptosis (Figura 10). Por otra parte, en condiciones normales, el
nivel de expresién de HER2 permanece estable y cumple un papel fundamental en la sefializacion
mitogénica. Sin embargo, cuando ocurre la sobreexpresién de HERZ2, se puede alterar el equilibrio
dindmico en muchos procesos celulares, provocando un crecimiento tumoral incontrolable que conduce
al desarrollo de cancer de mama. Lo anterior, a causa de que la sobreexpresién del receptor puede hacer
gue el mismo esté disponible en exceso para formar heterocomplejos adicionales o debilitar la
especificidad de sus comparfieros de heterodimerizacion. De hecho, la heterodimerizacién acoplada a
HER2 puede activar la proliferacion y la supervivencia, y los heterodimeros que contienen HER2
pueden escapar de la internalizacion o degradacion de dimeros HER2, por lo que todos estos procesos
Ilevan a un aumento de la tumorogénesis y metastasis. Dado que HER2 se sobreexpresa especificamente
en diversos tipos de cancer, siendo en forma agresiva en el cdncer de mama, es necesario el desarrollo
de diagnésticos y tratamientos para dicha situacion (Alcala-Corona, Espinal-Enriquez, de Anda-
Jauregui, & Hernandez-Lemus, 2018; Biri-Kovacs et al., 2020). Actualmente, las terapias basadas en
anticuerpos e inhibidores de tirosina quinasa dirigidas a estos receptores se han utilizado ampliamente
en el tratamiento clinico de diversas neoplasias malignas, siendo una de las terapias tumorales dirigidas

mas exitosas hasta la fecha (Bai et al., 2023).
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Figura 10. Representacion esquematica de un receptor HER2 y HER3, en el que se puede observar los
distintos dominios extracelulares (I, I, Ill, IV) y como en ausencia de ligando, HER3 esta en
conformacion cerrada, no interaccionando con HER2, pero en presencia del ligando NRG1 y HER2
mutado, se promueve el cambio conformacional de HER3. Promoviendo la heterodimerizacion
HER2/HER3 y por ende la fosforilacién y activacion de la via de sefializacion PI3K. Extraido y
modificado de (Hanker et al., 2021).

1.6 Diagnéstico

El gen ErbB2 localizado en el Chrl7ql2, que codifica el receptor HER2, actia como un
oncogén y su amplificacion genera la sobreexpresion de la proteina HER2. Esta sobreexpresién anormal
induce una cascada de sefializacion que promueve la proliferacion descontrolada de células tumorales,
por lo que su sobreexpresion se encuentra asociada a un mal prondéstico, provocando incluso cancer de
mama metastasico (Swain, Shastry, & Hamilton, 2023).

La manera mas comun de dar un diagndstico se basa en la realizacion de una mamografia de deteccion
(radiografia), sin embargo, las técnicas de diagndstico molecular, como los métodos de analisis de la
expresion de receptores hormonales y proteinas (ER, PR, HER2, HERmark™), métodos séricos
(CellSearch®, prueba de traduccién de biomarcadores) y métodos de perfilado de expresion génica
(Mammaprint™, OncoVue®Prueba, ganglio linfatico mamario GeneSearch™, aspiracion de liquido
del pezén, DiaGenic BCtect®, Oncotipo DX®, Theros H/ISM y MGISM), también se utilizan. En los
ualtimos 30 afos, gracias a dichas técnicas se ha reducido la tasa de mortalidad por cancer de mama de
3,4 al 1,8% entre mujeres estadounidenses. A pesar de esto, la tasa de mortalidad actual es aun alta
debida a un diagndstico tardio, dado por el temor que presentan los pacientes al diagnostico y
tratamiento del céncer por falta informacion, mala interpretacion de la mamografia u otros, como ser

equipos costosos (Gholikhani et al., 2022).




En particular, los métodos mas comunes en el anlisis del cancer de mama invasivo subtipo
HER2 son: la hibridacién fluorescente in situ (FISH), que cuantifica el nimero de copias del gen ErbB2
y por lo tanto informa sobre el nivel de amplificacion del mismo; y la inmunohistoquimica (IHC), que
mide la expresion del receptor de HER2 en la superficie celular, mediante la tincién de la membrana
(Figura 7) (Swain et al., 2023). Los ensayos de FISH que fueron aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) son PathVysion (Abbott), INFORM (Ventana Medical Systems) y PhrmDc
(Dako). En estos, los ensayos con dos sondas aportan informacion sobre la proporcion de HER2 al
centrémero 17 (CEP17), el cual sirve como control, mientras que los ensayos con una sola sonda
determinan directamente el nimero de copias del gen ErbB2. Sin embargo, dicho método puede dar
lugar a falsos negativos en la amplificacién y ademas es costoso, requiere tiempo y técnicamente es
mucho mas desafiante que IHC. Independientemente de esto, se considera como un ensayo preciso,
produciendo rara vez resultados equivocos, en aproximadamente solo el 5% de los casos (Ballinger,
Sanders, & Abramson, 2015; Tse et al., 2011; Yeh et al., 2009). Por otra parte, las pruebas de IHC que
fueron aprobados por la FDA son HercepTes (Dako) y PAthway (Ventana Medical Systems). Dichas
pruebas, utilizan la tincion por IHC del receptor HER2 y posteriormente un patdlogo clasifica la
extension como 0, 1+, 2+ o 3+. No obstante, la fiabilidad de dicha metodologia esta influenciada por
variables preanaliticas, incluyendo la manipulacién, fijacion y tincidn, asi como la interpretabilidad por
parte del patologo. Por lo que generalmente si se producen resultados equivocos, se confirman mediante
FISH (Fritzsche et al., 2006; Press et al., 2005; Schnitt & Jacobs, 2001; Siddiqui & Rimm, 2010).

1.7 Tratamiento

Un agente terapéutico se caracteriza por la destruccion de células tumorales con una influencia
minima sobre las células normales (Liu et al., 2012). Las estrategias de tratamiento actuales para los
diferentes subtipos de cancer de mama son seleccionadas de acuerdo al subtipo molecular que presente
el paciente (Figura 8). Dicho tratamiento, a su vez, depende en gran medida del estadio del cancer en
el momento del diagndstico; en las primeras etapas se tratan con cirugia, seguida de quimioterapia leve
o radioterapia, y en el caso de la etapa tardia, con mastectomia en la que dichos tejidos mamarios se

extirpan por completo, acompafiado de quimioterapia intensiva y radioterapia (Gholikhani et al., 2022).

Dado que HER2 se expresa a niveles relativamente bajos en tejidos normales, en las Gltimas

décadas se desarrollaron varias estrategias para atacar la sobreexpresion de dicho receptor (Figura 11).

17

—
| —



® 00 ©

Lapatinib (M) Pyrotinib+ (M) Neratinib (M)

|
® .60 [
Neratinib (A) Tucatinib (M)

mmnzm;mz 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Trastuzumab (M) Trastuzumab (A) Pertuzumab (M) Pertuzumab (A) Margetuximab (M)

© 600 o 00 Pertuzumab— ®
Pertuzumab (N) 1rastuzur_nab—
hyaluronidase-
e zzxf (M,A)
l ® ©
TDM1(M) T-DM1 (A) T-DXd (M)-2L
T mAb || ADC .00 L ®
T-DXd (M
@ usa EU © Australia @ Japan ® M)

Figura 11. Cronologia de tratamientos terapéuticos anti-HER2 por parte de la FDA. Extraido de (Swain
etal., 2023).

El uso de anticuerpos monoclonales humanizados (Trastuzumab, Pertuzumab y otros),
inhibidores de tirosina quinasa (TIK) y conjugados de anticuerpo-farmaco (T-DM1 y otros) han
contribuido a mejorar la supervivencia en pacientes HER2+ (Biri-Kovacs et al., 2020; Gholikhani et
al., 2022; Vanderhoeven et al., 2018). El primer anticuerpo monoclonal humanizado utilizado como
terapia contra el cancer de mama HER2+ y aprobado por la FDA fue Trastuzumab. EI mismo, se une
al dominio extracelular, en el subdominio IV del receptor HER2, suprimiendo las vias de sefializacion,
inhibiendo la detencidn del ciclo celular y funcionando también como mediador de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC, del inglés antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)
(Biri-Kovacs et al., 2020; Swain et al., 2023). Sin embargo, a pesar del éxito del mismo, entre el 40-
60% de pacientes no responden a dicho tratamiento, desarrollan resistencia o incluso presentan
toxicidad cardiaca (Nahta & Esteva, 2006; VVanderhoeven et al., 2018). Ademas, dicha eficacia en parte
depende del mecanismo de ADCC, mediado a través del dominio Fc del anticuerpo, y su unién al
receptor expresado en células inmunes innatas (principalmente, células Natural Killer). Debido a esto,
se desarrollé un segundo anticuerpo monoclonal humanizado, llamado Pertuzumab (Musolino et al.,
2008; Nordstrom et al., 2011). Pertuzumab, se une al subdominio Il del receptor HER2, provocando
que se inhiba la heterodimerizacion con HER1, HER3 y HER4, bloqueando la via de sefializacion
corriente abajo (Figura 12) (Ishii, Morii, & Yamashiro, 2019).

Los mecanismos de ambos y su efecto en la actividad antitumoral mediada por el sistema
inmunitario a través de ADCC y citotoxicidad mediada por complemento (CDC), sugiri6 que la terapia
de combinacion podria ser sinérgica (Mamidi, Cinci, Hasmann, Fehring, & Kirschfink, 2013; Nahta,
Hung, & Esteva, 2004; Scheuer et al., 2009). Se verificd, que su combinacién con quimioterapia para
tratar el cancer de mama HER2+ en entornos metastasicos, adyuvantes y neoadyuvantes, mostrd

mejores resultados que la combinacién sola de Trastuzumab con quimioterapia, lo que terminé llevando




a la aprobacion de Pertuzumab por parte de la FDA en combinacion con Trastuzumab (Swain et al.,
2023).
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Figura 12. Cascada de sefializacién en la que se observa que cuando los anticuerpos Trastuzumab y
Pertuzumab se unen a sus respectivos subdominios del receptor HER2, se bloquea la via de sefializacion.
(1) Mutaciones en HER2 que conducen a la activacion de las vias P13K-AKT y RAS-MAPK. (2)
Mutaciones coexistentes en HER2 y HER3 que conduce a la activacion de la via PI3K-AKT.
Modificado y extraido de (Swain et al., 2023).

Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC, del inglés antibody-drug conjugate) como su
nombre lo indica estan formados por la unién de un anticuerpo y un farmaco con el objetivo de
desencadenar un efecto citotdxico en las células tumorales especificas, una vez que el anticuerpo se une
a la célula. Recientemente, el conjugado Ado-Trastuzumab-Emtansina (TMD-1) fue aprobado para la
terapia del cancer de mama subtipo HER2+, por el Fondo Nacional de Recursos (FNR) (Biri-Kovacs et
al., 2020; Swain et al., 2023).

Actualmente las tasas de supervivencia superan el 90% en cancer de mama HER2+ temprano,
si se trata con quimioterapia, terapia con doble anticuerpo o conjugados anticuerpo-farmaco. Sin
embargo, pacientes con cancer de mama HER2+ metastésico, desarrollan resistencia, lo que conduce a
la progresion de la enfermedad, muriendo una gran cantidad de pacientes. Este hecho exige nuevos
enfoques terapéuticos para tratar el cancer de mama, siendo los aptdmeros, candidatos con un gran
potencial (Biri-Kovacs et al., 2020; Gholikhani et al., 2022; Swain et al., 2023).
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2. Aptameros

El término aptamero deriva de la palabra latina “aptus”, que significa “encastre”, y la palabra
griega “meros”, que significa “particula”. Los aptameros son oligonucleotidos de ADN o ARN cortos,
estructurados, y descritos por primera vez a principios de la década de 1990. Dichos aptdmeros, son
generados in vitro por un proceso denominado “Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment” (SELEX) para unirse a objetivos especificos (Ellington & Szostak, 1990; Tuerk & Gold,
1990). Bajo ciertas condiciones (pH, temperatura, fuerza idnica, y otras), los aptameros suelen formar
estructuras definidas debido a su predisposicion a formar enlaces intramoleculares. Pueden plegarse
en varias estructuras secundarias (horquillas, tallos, bucles, pseudonudos, G-quadruplex y kissing
hairpin), las cuales pueden actuar en conjunto, formando estructuras tridimensionales (3D) (Zhou &
Rossi, 2017) que son estabilizadas mediante interacciones de tipo no covalente (hidrofobicas, enlaces
de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, cargas electrostaticas y apilamiento de anillos aromaticos)
(Gholikhani et al., 2022). Esto ultimo, les confiere a los aptameros la capacidad de unirse
especificamente a diversas moléculas (pequefias moléculas, iones, hormonas, células, proteinas de la
superficie celular, bacterias, virus), presentando una union especifica aptamero-blanco que da como
resultado, altas afinidades en el entorno de uM-pM de kp. (Figura 13) (Roxo, Kotkowiak, &
Pasternak, 2019; Yeoh, Anna, Tang, & Citartan, 2022).

ARN o ADNss Aptamero Plegado en su Aptamero Reconociendo su
(=100 nucleétidos) estructura 3D blanco

- %%
Figura 13. Representacion esquematica de una interaccion aptdmero-objetivo. Extraido y modificado
de (Darmostuk, Rimpelova, Gbelcova, & Ruml, 2015).

La complejidad de estructuras les confiere una afinidad y especificidad de unién comparables
a los anticuerpos, puesto que son capaces de distinguir entre moléculas estrechamente relacionadas,
como isémeros conformacionales, blancos que contienen diferentes grupos funcionales o incluso una
mutacion de aminoacido. Asimismo, pueden discriminar entre enantiomeros o proteinas que se
diferencian en algunos amino&cidos (Sola et al., 2020), por lo que también se denominan “anticuerpos
quimicos” (Yeoh et al., 2022; Zhou & Rossi, 2017). Son llamados ’anticuerpos quimicos” o los “rivales
de los anticuerpos™ (Jayasena, 1999), debido a que son funcionalmente similares, pero difieren en su
naturaleza quimica. No obstante, presentan varias ventajas sobre los anticuerpos, convirtiéndolos en

una clase prometedora de elementos de reconocimiento molecular a la par de los anticuerpos dado al




menor costo de produccion debido a que se producen mediante sintesis quimica, tienen menor capacidad
de sufrir desnaturalizacion y renaturalizacion reversible sin pérdida de la capacidad de unién al blanco,
presentan baja inmunogenicidad y alta facilidad de modificarlos quimicamente. También presentan una
alta estabilidad a pH y temperatura extremas, y rapida penetracion en los tejidos debido a su pequefio

tamafio (Figura 14) (Li et al., 2021; Yeoh et al., 2022).
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Figura 14. Comparacion de diferentes moléculas segin su tamafio. A) Cafeina, 0.2 kDa; B) 50mer
Oligonucledtido, 16 kDa; C) Insulina humana, 6 kDa; D) 100mer Oligonucleétido, 32 kDa; E) albumina
sérica humana, 66 kDa; F) Anticuerpo 1gG-1 de 150 kDa. Extraido de (Kohlberger & Gadermaier,
2022).

2.1 Aplicaciones de aptameros

Los aptameros pueden ser modificados con facilidad después de su desarrollo mediante
hibridacién y conjugacion a una variedad de nanoparticulas y nanopolimeros, que los hacen ideales para
aplicaciones que incluyen diagnostico molecular y la identificacion de dianas biol6gicas. Asimismo, la
modificacion de aptameros con quantum dots, nanoparticulas de silicio, carbono y nanomateriales de
oro también se pueden utilizar para la deteccion de células tumorales, imagenologia molecular y
administracion de farmacos (Gholikhani et al., 2022; Sola et al., 2020). Por lo tanto, aptameros con
pesos moleculares pequefios de aproximadamente 20 kDa, debido a la facilidad que tienen de penetrar
en los tejidos tumorales y de reconocer especificamente su blanco, permite la utilidad de los mismos
como un sistema de entrega de farmacos para el tratamiento de cancer, ya que pueden servir como
ligandos de direccionamiento al sitio del tumor y aumentar la concentracion efectiva del farmaco,
mientras se minimizan los efectos secundarios en los tejidos normales (Gholikhani et al., 2022; H. Wang
et al., 2018). Debido a que no presentan inmunogenicidad, los aptdmeros se convirtieron en
herramientas atractivas para varias aplicaciones en biomedicina, desarrolladas originalmente para
anticuerpos, permitiendo la entrega de farmacos tales como pequefios ARN de interferencia (SiIRNAS),
péptidos, moléculas de sintesis, micro ARNs (miRNAs) (Darmostuk et al., 2015). Sin embargo, el uso
de aptameros para la aplicacion terapéutica esta limitada por la rapida degradacion de las nucleasas y

el rapido metabolismo de los aptameros en condiciones fisioldgicas. En efecto, para disminuir dicha
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degradacion, e incrementar el tiempo de vida media en plasma, se requiere que dichos aptameros sean
modificados quimicamente. Estas modificaciones quimicas pueden ocurrir por sustituciones y remplazo
de enlaces fosfodiéster con 2-F, 2-NH,, 2-OMe o anillos de azucar, por ciclacion de acidos nucleicos
mediante la unidn de los extremos 5" y 3", por incorporacion de nucleétidos no naturales en la cadena
de oligonucledtidos, o por modificaciones de dialkyl lipid/PEG/colesterol en el extremo 5 terminal,

inhibiendo la digestién de aptdmeros por las nucleasas (Gholikhani et al., 2022).

Ademas de las aplicaciones terapéuticas, los aptameros se pueden utilizar en muchas otras
aplicaciones u otros fines (Figura 15), como ser la imagenologia molecular (Calzada, 2020; Calzada et
al., 2013; Sicco et al., 2021), deteccidn de infecciones virales y bacterianas agudas, deteccion de

proteinas en ensayos tipo Western Blot, biosensores, etc (Bayat et al., 2018; Darmostuk et al., 2015).

Hazard detection (aptamer-based sensors)
* aptasensors for detection of trace amounts of mercury in water
* aptasensors for rapid detection of E. coli

Diagnostics
* diagnostic-based kits for detection Forensics
of mycotoxins and aflatoxins *visualization of latent
fingerprints
Therapeutics RNA/DNA
* Macugen

aptamer 4 o
applications C——> Food application

/ * aptamer-based analysis

Drug delivery systems
* receptor-antigen based aptamers

* siRNA aptamers

Analytical reagents
* aptamer-based Western blot
* aptamer-based affinity chromatography

Bioimaging
* fluorophores
* quantum dots

Research tools

Figura 15. Diferentes campos de aplicacion de los aptdmeros. Extraido de (Darmostuk et al., 2015).




2.2 Aptameros con estructuras secundarias G-quadruplex

Algunos aptameros ricos en G pertenecen a un gran subgrupo con la capacidad de plegarse en
estructuras denominadas G-quadruplex. Dichas estructuras de acido nucleico no candnicas estan
formadas por la interaccion de por lo menos cuatro nucleétidos de guanina que se acoplan en una
disposicion plana mediante enlaces de hidrégeno de Hoogsteen, estabilizados por un catién en el centro
(generalmente potasio, pero también pueden integrar otros iones como magnesio, calcio u otros segun
su radio atémico). La estabilidad de dicha estructura es muy importante, ya que mejora las interacciones
electroestéaticas con los ligandos de unién cargados positivamente (dado que tienen el doble de densidad
de carga negativa por unidad de longitud en comparacion con el ADN duaplex), asi como las
interacciones hidrofdbicas de dicho ligando. Asimismo, su estructura es muy polimérfica (Figura 16),
puesto que puede estar formada por una, dos o cuatro cadenas separadas de ADN o ARN, en las que la
direccion de dichas hebras puede presentar varias combinaciones y la disposicion de los G-quadruplex
puede ser paralela, antiparalela o hibrida. En comparacion con las secuencias no estructuradas, son
termodinamica y quimicamente estables en condiciones fisiolégicas, no muestra inmunogenicidad y
son resistentes a numerosas nucleasas séricas, por lo que su alto grado de polimorfismo permite
reconocer diferentes objetivos, siendo capaces de reconocer moléculas pequefias excepcionalmente bien
(Kohlberger & Gadermaier, 2022; Roxo et al., 2019). Es por ello, que los mismos han sido utilizados
en los ultimos afios, para el desarrollo de una serie de aptdmeros ricos en G, que funcionen como
anticoagulantes, agentes terapéuticos para la terapia del cancer u otras enfermedades, asi como

nanodispositivos y aptasensores (Kohlberger & Gadermaier, 2022).
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Figura 16. Modelos de aptdmeros G-quadruplex. Se muestran las distintas estructuras que pueden
adoptar. Extraido y modificado de (Roxo et al., 2019).
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3. Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(SELEX)

En el afio 1990, varios grupos aislaron las primeras secuencias de ARN. Entre ellos, Tuerk y
Gold enriquecieron dos ligandos de ARN de alta afinidad para la polimerasa de ADN T4 a partir de una
biblioteca que contenia regiones aleatorias de 8 nucledtidos mediante un procedimiento in vitro en el
que las secuencias de ARN candidatas se sometieron a sucesivas rondas de seleccion con el objetivo de
aumentar su afinidad y obtener una biblioteca enriquecida (Tuerk & Gold, 1990). Por otra parte,
Ellington y Szostak demostraron la utilidad de este procedimiento utilizando 10 secuencias diferentes,
identificando con éxito moléculas de ARN capaces de unirse especificamente a pequefios colorantes

organicos, siendo Ellington el que defini6 el término “aptamero” (Ellington & Szostak, 1990).

El proceso de seleccion de un aptimero se denomind “Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment” (SELEX), el cual es un procedimiento iterativo en el que una biblioteca de
oligonucleétidos de aptameros generada aleatoriamente, se expone al objetivo deseado en varios ciclos
repetitivos bajo ciertas condiciones de manera de eliminar los aptdmeros no especificos y de baja
afinidad y quedarse con los aptameros de mayor afinidad y especificidad por el blanco. Cada ronda de
SELEX (Figura 17) generalmente consta de cuatro pasos (incubacidn, union, particion y amplificacion)
y dicho producto final es sensible al entorno de seleccion (dado por una combinacién de condiciones
experimentales y propiedades inherentes al objetivo), por lo que es importante ajustar el proceso de
seleccién de aptdmeros a las condiciones en las que se desea que funcione el aptamero final.

Como los aptdmeros interactian con afinidades de unidn similares a los anticuerpos, casi todos los
aptameros seleccionados a través de esta técnica, muestran una alta afinidad hacia los objetivos blanco
con una constante de disociacion (kp) en rango uM-nM (Darmostuk et al., 2015; Sola et al., 2020; Zhou
& Rossi, 2017). Sin embargo, en comparacion con la produccién de anticuerpos in vivo, la tasa de éxito
de SELEX suele ser generalmente mas baja, debido a que los aptdmeros son mas pequefios y menos
complejos estructuralmente que los anticuerpos. A pesar de esto, mediante el uso de técnicas de SELEX
especializadas, asi como el desarrollo de bibliotecas de oligonucleétidos optimizadas e introduccién de
procedimientos de control de calidad, dicha probabilidad de éxito, estimada por debajo del 30%, puede

aumentarse significativamente (Kohlberger & Gadermaier, 2022).
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Figura 17. Resumen esquematico del procedimiento de seleccion de aptameros por SELEX. Extraido
de (Komarova & Kuznetsov, 2019).

En la actualidad, hay diferentes tipos de SELEX y cada uno es aplicado de acuerdo a las
propiedades que presente la molécula objetivo especifico, por lo que la estrategia de SELEX elegida va
a depender de la molécula blanco (compuestos organicos e inorganicos, péptidos, proteinas, células
bacterianas o de mamiferos), del tipo de plataforma utilizada a la que se dirige el aptamero a
implementar (electroquimica, fluorescencia, resonancia de plasmén superficial, amplificacion, etc) y de
la matriz 0 ambiente en el que se vaya a utilizar dicho aptamero (sangre, saliva, orina, leche materna,
buffers, etc) (Gholikhani et al., 2022). Asimismo, siempre que los aptameros obtenidos sean mas
grandes que su molécula blanco, tenderan a integrarlo en su estructura, pero si la misma es mas grande,
el aptdmero se integrara en la estructura del blanco, adhiriéndose a la superficie. Esto ultimo posibilita
gue hasta la fecha se desarrollen miles de aptdmeros contra una amplia variedad de objetivos blanco
(Kohlberger & Gadermaier, 2022).

3.1 SELEX convencional

En este método de seleccion de aptdmeros se parte de una biblioteca combinatoria de
oligonucledtidos de ADN o ARN sintetizados quimicamente. Dichos oligonucleétidos contienen una
region aleatoria entre 20 a 80 nucleotidos de longitud que estan flanqueados por regiones constantes
cortas de 15 a 25 nucle6tidos en el extremo 5° y 37, utilizadas generalmente para la hibridacion con

cebadores especificos durante el paso de amplificacion.
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SELEX consiste en multiples iteraciones (Figura 18). En un principio, la biblioteca inicial
consta teéricamente de hasta 10™ secuencias Unicas (en 1-2 nmol de biblioteca) por lo que pueden
proporcionar la suficiente diversidad estructural como para identificar la molécula blanco con alta
afinidad (Zhou & Rossi, 2017). Posteriormente, dicha biblioteca se incuba con la molécula blanco y
durante la misma algunas secuencias se unen, mientras que otras lo hacen débilmente o directamente
no interaccionan con el blanco. Ulteriormente, ocurre la particion, en la cual las secuencias unidas se
aislan de aquellas que interacttian débilmente o no con la molécula blanco, para luego ser extraidas y
amplificadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el caso de secuencias de ADN
o0 por PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) en el caso de secuencias de ARN, con el objetivo de ser
utilizadas en las siguientes rondas de seleccion. Si la seleccidn se realiza con aptdmeros de ARN,
primero se parte de una biblioteca ADNSss y se convierte en una biblioteca ADNds mediante PCR.
Luego dicha biblioteca se transcribe en secuencias ARN por medio de una ARN polimerasa (por
ejemplo, ARN polimerasa T7) de manera de obtener una biblioteca de ARN e iniciar el proceso de
SELEX. En general, se opta por los aptdmeros de ADN debido a su estabilidad y costos de fabricacién
mas bajos, sin embargo, los aptameros de ARN suelen tener conformaciones tridimensionales mucho
mas variadas e interacciones intercatenarias mas fuertes, lo que probablemente aumenta la especificidad
y afinidad de unidn. Después de varios ciclos iterativos, las secuencias especificas de oligonucleétidos
de aptdmero obtenidos se enriquecen y se secuencian. Posteriormente, su afinidad por la molécula
blanco se determina mediante varios métodos. Dicha identificacion y caracterizacion adicional de las
secuencias candidatas, permite su aplicacion para diagnostico, terapia dirigida, entre otras (Bayat et al.,
2018; Darmostuk, 2015; H. Wang et al., 2018).
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Figura 18. Representacion esquematica de los distintos pasos presentes en un SELEX convencional.
Extraido de (Bayat et al., 2018).




Si bien el SELEX convencional es un método eficaz, se suelen realizar hasta 20 rondas de
seleccion para enriquecer los aptameros con alta afinidad por el objetivo. Gracias a la incorporacion de
secuenciacion de alto rendimiento (HTS), dicho proceso puede ser acelerado a unas pocas semanas al
reducir la cantidad de ciclos, ya que HTS otorga millones de lecturas por muestra permitiendo la
identificacion de especies de aptameros enriquecidas en las primeras rondas de seleccion. La utilizacion
de dicha herramienta permite, no solo monitorear el enriquecimiento de las secuencias a medida que
transcurren las rondas, sino también reducir el nimero de las mismas, el sesgo asociado con la PCR, asi
como la identificacion de grupos de aptdmeros y motivos conservados que podrian estar involucrados
0 ser necesarios para la unién a la molécula blanco. No obstante, como en dicha metodologia los
aptameros son obtenidos en condiciones in vitro, estos pueden tener inconvenientes en reconocer a
dicha blanco en condiciones in vivo. Por ende, se han establecido métodos alternativos para la seleccién
de aptameros con el objetivo de disminuir el tiempo de seleccidén y mejorar las tasas de acierto de los
ligandos obtenidos contra las moléculas blanco (Roxo et al., 2019; Sola et al., 2020), como ser, Cell-
SELEX, Tissue-SELEX, In vivo-SELEX, entre otros.

3.2 Cell-SELEX

El método de SELEX descripto anteriormente consiste en la realizacion de un SELEX in vitro
contra una molécula blanco (generalmente proteinas) previamente caracterizada y purificada, cuya
conformacion es estable en dichas condiciones. Sin embargo, cuando las moléculas blanco estan
presentes en un estado modificado (por ejemplo, proteinas recombinantes con tags) o su dominio de
union estd enmascarado en condiciones fisioldgicas, los métodos de SELEX convencionales, presentan
la dificultad de no ser capaces de reconocer la estructura natural del ligando blanco en condiciones in
vivo. Por otra parte, con el apogeo de aplicar aptameros en el campo médico, los blancos complejos se
vuelven maés atractivos y debido a la complejidad estructural de las células u organismos vivos, es
necesario recurrir a métodos alternativos que superen las desventajas del SELEX anteriormente
mencionado. Los aptameros sintetizados que son capaces de reconocer elementos blanco de dichas
células, pueden generarse utilizando un proceso denominado Cell-SELEX (Bayat et al., 2018;
Kohlberger & Gadermaier, 2022), que a diferencia del SELEX convencional, permite la utilizacion de
celulas enteras eucariotas o procariotas, células que expresan una proteina blanco preidentificada o un
tipo de célula particular sin conocimiento previo de proteinas marcadoras de superficie celular, por lo
que dicha metodologia es utilizada cuando se quiere obtener aptameros altamente especificos contra un
componente de la superficie de la célula (como proteinas de membrana, lipidos, polisacaridos y
receptores) o contra la célula completa (para la deteccion de componentes bacterianos o virales)
(Darmostuk et al., 2015; Gholikhani et al., 2022).
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Cell-SELEX se divide en pasos similares al SELEX convencional (Figura 19), pero en dicha
metodologia, se utilizan células como blanco para la seleccion. Estas células blanco se incuban con la
biblioteca de oligonucle6tidos inicial durante un tiempo determinado, a una temperatura especifica
dada. Posteriormente, aquellos aptdmeros no unidos se eliminan por lavado y los unidos se eluyen para
finalmente ser amplificados mediante PCR, y asi ser utilizados para la siguiente ronda de seleccion. No
obstante, para aumentar la especificidad y afinidad de los aptdmeros, es esencial incluir un paso de
contraseleccion para eliminar aquellos aptameros que se unan de manera no especifica a los
componentes celulares debido a que los aptameros tienen una propensién a unirse a todos los
componentes celulares de manera no especifica, pudiendo llevar a impedir el enriquecimiento efectivo
de secuencias que reconocen al componente blanco. Para la contraseleccion es necesario utilizar una
linea celular parental o similar desde el punto de vista oncogénico, morfoldgico y fenotipico, pero que
no exprese el blanco o en su defecto en el caso de seleccidn frente a un tipo de tumor (Bayat et al., 2018;
Darmostuk et al., 2015; Sola et al., 2020; Zhou & Rossi, 2017).
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Figura 19. Representacion esquematica de los distintos pasos presentes en un Cell-SELEX. Extraido
de (Zhou & Rossi, 2017).

Existen diferentes enfoques para producir células negativas (no expresan la proteina blanco) o
celulas positivas (sobreexpresan la proteina blanco), uno de ellos es la utilizacion de fragmentos del gen
gBlocks para sintetizar ADNc que incluya la secuencia blanco de interés y asi obtener células positivas.
En caso contrario, el uso de la tecnologia CRISPR/Cas 9 puede ser aplicado en células positivas para
eliminar el gen que sobreexpresa la proteina blanco y de esta manera adquirir células negativas que se
puedan utilizar en la contraseleccion. En la contraseleccidn, las células negativas se incuban con los
aptameros y aquellas secuencias que no se unan se amplifican mediante PCR, si la contraseleccion es

eficaz, los aptdmeros generados seran capaces de diferenciar entre células negativas y positivas, dirigir




farmacos a las células blanco o incluso identificar bacterias patdgenas a nivel de especie (Kohlberger
& Gadermaier, 2022; Zhou & Rossi, 2017).

Ligand-Guided Cell-SELEX (LGCS)

Es una variante de Cell-SELEX que guia la seleccién de aptameros hacia una blanco especifico
presente en la superficie celular (como ser un receptor) utilizando para ello ligandos que sean afines
contra dicha molécula como guia, por ejemplo, los anticuerpos. En dicha variante, primero se incuba la
biblioteca de oligos con las células blanco que expresan el receptor elegido y luego se agrega el
anticuerpo a la molécula blanco para desplazar selectivamente aquellos aptdmeros que se encontraban
unidos al mismo epitopo. Posteriormente, los aptameros desplazados se amplifican por PCR para ser
utilizados en las siguientes rondas de seleccidn.

Dicha metodologia es util, si se quiere identificar aptdmeros contra epitopos especificos que sean
compartidos por un anticuerpo, el desafio esta en que la afinidad del aptdmero sea similar o superior a
la del anticuerpo (Sola et al., 2020).

3.3 Tissue-SELEX

Si bien el método de Cell-SELEX descripto anteriormente sirve para obtener aptameros

especificos contra componentes celulares, requiere de mucho tiempo de dedicacion y tanto la afinidad,
asi como la especificidad de unién al final dependera en parte de como se realizé el proceso de seleccion.
Dado que luego de dicho proceso, se ha visto que algunos de los aptdmeros seleccionados por Cell-
SELEX fallaron en estudios in vivo y puesto que las células cancerosas cultivadas no reflejan la
aparicion y el desarrollo real de tumores in vivo (dificultando que los aptameros funcionen en tejidos
patoldgicos y limitando su aplicacion en el diagnéstico clinico), fue necesario del desarrollo de una
nueva variante denominada Tissue-SELEX, como alternativa complemententaria.
En Tissue-SELEX la estrategia de obtencion de aptameros (Figura 20) es la misma que en Cell-SELEX
pero en vez de utilizar células, utiliza tejidos completos como objetivo para la unién de aptameros dado
que dichos tejidos estan constituidos por diferentes tipos de células, presentando una complejidad,
heterogeneidad y estructura morfoldgica que favorece la seleccién de aptameros para su utilizacion en
condiciones in vivo (Li et al., 2021; Sola et al., 2020).
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Figura 20. Representacion esquematica de los distintos pasos que se realizan en un Tissue-SELEX (Li
etal., 2021).

3.4 In Vivo-SELEX

Dado que los aptameros seleccionados mediante metodologias SELEX in vitro no
necesariamente pueden funcionar en condiciones in vivo, fue necesario el desarrollo de una metodologia
de SELEX alternativa denominada In Vivo-SELEX, basada en la utilizacion de animales o plantas vivas
para la generacion de aptameros especificos dirigidos a un 6rgano, tejido o una afeccion objetivo,
permitiendo que circulen por todo el organismo (Darmostuk et al., 2015; Zhou & Rossi, 2017).

El proceso general de seleccion es muy similar al SELEX convencional (Figura 21), donde se comienza
con una biblioteca aleatoria de oligonucleétidos de ADN o ARN modificados con fluoropirimidina que
se inyecta por via intravenosa, por ejemplo, en el caso de un modelo animal de laboratorio como el
raton para que dichos oligonucle6tidos puedan circular y distribuirse por todo el cuerpo, quedando
aptameros unidos a los tejidos 6rgano, blanco y aptdmeros no unidos que se eliminan por el rifién.
Posteriormente, se realiza la eutanasia del animal, se extrae el érgano o tejido de interés junto con los
aptameros de ADN o ARN unidos y la biblioteca se purifica. Luego, dichos aptdmeros aislados, son
amplificados mediante PCR, utilizando primers especificos que reconocen las regiones constantes
flanqueadas presentes en la biblioteca inicial, al igual que en el SELEX convencional. Finalmente, el
grupo de aptameros adquiridos en la ronda anterior, se vuelve a inyectar en el mismo organismo para
repetir el procedimiento durante varias rondas, de manera de que en cada ronda se obtenga un
enriquecimiento de aptdmeros de mayor afinidad al tejido u 6rgano de interés. Asimismo, es posible
incorporar un paso de contraseleccion en el que los aptdmeros con afinidad por tejidos u érganos en

condiciones normales son eliminados en las sucesivas rondas.
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Figura 21. Representacion esquematica de los sucesivos pasos que se realizan en In Vivo-SELEX.
Extraido de (Zhou & Rossi, 2017).

A diferencia de las otras metodologias, esta técnica de SELEX abarca las propiedades presentes
en los aptdmeros, como ser la biodisponibilidad, el tiempo de circulacién y la distribucidn tisular, por
lo que reduce la necesidad de una optimizacion farmacoldgica posterior a la seleccion (Bayat et al.,
2018). Sin embargo, una de las principales limitaciones del In Vivo-SELEX es que los acidos nucleicos
son susceptibles a la degradacion enzimatica por nucleasas, y si bien una modificacion de la biblioteca
de ARN con fluoropirimidina antes de comenzar dicho proceso de seleccion aumenta significativamente
la resistencia a nucleasas, mejorando la vida media cuando se administra en el torrente sanguineo, podria
haber aptdmeros que presenten un mayor contenido de fluoropirimidina o con una estructura que le
confiera mayor resistencia a las nucleasas, provocando un sesgo en la seleccion (Gholikhani et al., 2022;
Sola et al., 2020).

Desde su primera aplicacion, la metodologia SELEX ha sufrido diversos cambios y mejoras,
gracias a esto, hoy en dia la seleccion de aptameros lleva horas en lugar de la cantidad de semanas que
requiere un SELEX convencional. Mas aln, los enfoques novedosos respaldados con analisis
computacionales no solo permiten dilucidar la estructura del aptdmero, sino también la afinidad de
unién incluso antes de que dicho aptamero se seleccione, lo que hace que el proceso sea mas rentable.
A su vez, las diferentes modificaciones quimicas post-SELEX aumentan la estabilidad in-vivo de los
aptameros. Por ende, lo anteriormente mencionado permite que se abra a futuro un nuevo abanico de

oportunidades para la aplicacion de aptdmeros (Figura 15) (Darmostuk et al., 2015).
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3.5 Astringencia

Son dos las caracteristicas principales que destacan de los aptdmeros: la afinidad y la
especificidad. Un aptdmero, conformacionalmente flexible, presenta una unién con muchos blancos no
deseados que tienen motivos similares al de la molécula blanco, por lo que es importante comprender
las interacciones entre un aptdmero y la molécula blanco. La afinidad es la fuerza de interaccion que
puede existir entre un aptamero y el blanco, determinada por la constante de asociacion (ka), que es
inversamente proporcional a la constante de disociacion (kp). Dicha constante de disociacion depende
de las cinéticas de union ko, U on-rate (tasa de asociacion del aptamero a la molécula blanco) y desunién
kot U off-rate (tasa de disociacién del aptamero unido a la molécula blanco). Por lo tanto, aquellos
nucleotidos que presenten un off-rate 0 kp baja presentaran fuertes interacciones con la molécula blanco,
pudiendo unirse incluso cuando la concentracién del blanco es pequefia. Por otra parte, la especificidad
implica que el aptdmero reconozca y se una solo al blanco deseado, no interaccionando de forma
cruzada con ninguna molécula no blanco presente en la muestra (Kalra, Dhiman, Cho, Bruno, &
Sharma, 2018; Komarova & Kuznetsov, 2019). Dado estos parametros, la concentracion de la molécula
blanco (que depende de la concentracion de aptameros, la constante de disociacion, la eficiencia de
particion en la seleccion y el nimero de ciclos de PCR en el paso de amplificacion durante la unién del
aptamero al mismo) es critica para el proceso de seleccion. Con una concentracion de la molécula blanco
mas baja, aumenta la probabilidad de aislar aptdmeros con alta afinidad, mientras que, con una
concentracién del blanco mas alta, mayor es la probabilidad de aislar ligandos con menor afinidad
(Figura 22) (Komarova & Kuznetsov, 2019; J. Wang, Rudzinski, Gong, Soh, & Atzberger, 2012).
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Figura 22. Influencia de la concentracion del blanco en la eficiencia de seleccion. Extraido de (J. Wang,
Rudzinski, Gong, Soh, & Atzberger, 2012).

Sin embargo, esto no es del todo realista, ya que solo ocurre cuando se ignoran los efectos
contaminantes de los aptameros de fondo unidos de forma no especifica, y practicamente todos los
métodos de seleccién muestran una unién inespecifica, lo que implica una presencia competitiva que

puede afectar las ganancias de eficiencia.




4. Antecedentes

En trabajos anteriores, el grupo de Aptameros de la UdelaR en colaboracion con el grupo de
Aptameros del Instituto Ramon y Cajal (Madrid-Espafia), hizo una seleccion de aptameros de ADN
especificos contra el receptor HER2, para ser aplicados como biofarmacos de diagndstico y terapia.
Dicha seleccion de aptdmeros consistié en un SELEX convencional (Figura 18), el cual se realiz6 con
la porcién extracelular de la proteina humana recombinante (YPC1045), en una suspension salina con
resina de Niquel (Ni), a 37°C. Tras seis rondas de seleccién y amplificacion se obtuvo un pool
enriquecido con aptdmeros muy afines y especificos. Asimismo, fueron realizadas rondas de contra
seleccion (o seleccion negativa), de manera de eliminar secuencias inespecificas que no reconocieran a
dicho blanco. Dichas secuencias posteriormente fueron aisladas, y secuenciadas por el método Sanger.
Posteriormente se realizo la evaluacion de las secuencias obtenidas mediante andlisis bioinformatico, y
cuatro de ellas (F17, F21, F23 y F30) fueron sintetizadas para su caracterizacion, realizando una
modificacion con un grupo aminohexilo en los extremos 5° 0 3" para futuras funcionalidades. Ademas,
se realizaron ensayos de Termoforesis en Microescala (0 MTS) en la Universidad de Missouri, y se vi6
gue uno de los aptdmeros candidatos, el F21, mostré una constante de disociacion (kp) de 42 nM. Datos

no publicados hasta el momento.

A efectos de continuar con la caracterizacion de los aptdmeros seleccionados, en la tesina de
Licenciatura en Ciencias Bioldgicas del estudiante Mauro de Castro, se realizaron ensayos de SPR
(Resonancia de plasmén superficial) y de citotoxicidad con dos lineas celulares, BT-474 (alta expresién
de HER2) y MDA-MB-231 (baja expresiéon de HER?2) para los cuatro aptdmeros modificados en 5° 0
3. Estos resultados no fueron prometedores a la vez de que no mostraron reproducibilidad por lo que
no se puede decir que existe un buen candidato entre los aptdmeros seleccionados. Datos no publicados
hasta el momento.

Es importante destacar que no existen hasta el momento aptameros anti-HER2 que hayan mostrado gran
potencial (Kim et al., 2019; Tan et al., 2020; Tang et al., 2020).
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1. Hipotesis y Objetivos

Hipotesis
Una combinacién de los métodos de Cell-SELEX y LGCS utilizando los anticuerpos monoclonales

Trastuzumab y Pertuzumab ayudaria a seleccionar aptameros especificos contra los subdominios IV y
11 del receptor HER2.

Objetivos Generales

Explorar Cell-SELEX para obtener nuevos aptameros contra el receptor HER2.

Objetivos Especificos

1- Realizar una seleccion de aptameros en una linea celular con sobreexpresion del receptor HER2.
2- Dirigir la seleccion contra los subdominios Il'y 1V aplicando LGCS.
3- Caracterizar el enriquecimiento mediante citometria de flujo.




[11. Materiales y métodos

1. Reactivos y materiales utilizados

Los reactivos cloruro de magnesio hexa hidratado (MgCl. 6H,0), TRIzol™ (REF 15596026)
esperma ADN de Salmén (DNA salmon), dNTPs 10 mM, agarosa y buffer fosfato salino (PBS) fueron
comprados a la empresa Sigma Aldrich. Los reactivos 10X Taqg polimerasa (NH.).SO4 (buffer
polimerasa), cloruro de magnesio (MgCl,), Gel Red, 6x Loading dye buffer (REF SM1193) y Lader
(REF SM1193) fueron comprados a la empresa Thermo Scientific. Los reactivos cloruro de calcio
(CaCly) y cloruro de potasio (KCI) fueron adquiridos de la empresa Honeywell FLUKA. Los reactivos
CsH1sN204S (HEPES solucion buffer) y el RPMI 1640 fueron adquiridos de la empresa Capricorn
Scientific. Los reactivos TrypLE Express (TE) y Tripsina fueron comprados a la empresa Gibico. La
biblioteca de aptdmeros de ADN y primers (forward y reverse) fueron sintetizados y adquiridos en la
empresa Integrated DNA Technologies (IDT). Los anticuerpos Herceptin® Trastuzumaby Perjeta®
Pertuzumab fueron adquiridos de la empresa Roche y el anticuerpo isotipo comercial Alexa fluor 647
anti-human CD340 (erbB2/HER2, REF 324412) de la empresa BiolLegend. Por otra parte, las lineas
celulares BT-474 (REF HTB-20) y MDA-MB-231 (REF HTB-26) fueron compradas a la empresa
ATCC, el reactivo CHCI; (Cloroformo) fue adquirido de la Drogeria Indrustrial Uruguaya, el hidréxido
de sodio (NaOH) de la empresa J.T Baker, el buffer Tris, Acetato y EDTA (TAE Buffer, REF EB1000)
de la empresa Quick SILVER, el Buffer 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol; Cloruro de
Hidrogeno (Tris HCL) de la empresa Desheng, el cloruro de sodio (NaCl) de la empresa DORWIL
Quimica Analitica, el cloruro de potasio (KCI) y cloruro de calcio (CaCl) de la empresa Honeywell
FLUKA, el 2X Mifi MIX (REF B10-25049) de la empresa Bioline, el NazsCsHsO- (Citrato de Sodio) de
la empresa Mallinckrodt y el Etanol (99,5% de pureza) de la empresa Biopack. Finalmente, el kit de
purificacion NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (REF 740609.50) fue adquirido de la empresa
Macherey-Nagel y los microcones de 30 kDa (REF MRCFORO030) y 10 kDa (REF MRCPRTO010) de la
empresa Merck Milipore. En el caso de los materiales utilizados, las placas de cultivo de fondo plano
de 6 pocillos y de 24 pocillos, asi como los frascos de cultivo y las pipetas de 5 mL y 10 mL, fueron
compradas a la empresa Nest, las micropipetas a Termofisher y los tips con filtro para los mismos,

fueron adquiridos de la empresa Axygen.
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2. Preparacion de disoluciones y cultivo celular

2.1 Disoluciones generales

Binding Buffer (BB): Tris HCI 50 mM, NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCl, 5 mM y 2mM de MgCl:
6H,0, pH=7.5.

Citrato de Sodio 0,1 M en un 10% de EtOH previamente preparado, pH= 8.5

Etanol al 75%

2.2 Preparacion de anticuerpos Trastuzumab y Pertuzumab

Se tomaron alicuotas de cada uno de los anticuerpos en sus viales originales y se colocaron
cada uno en microcon de 30 kDa completando con agua miliQ para un volumen final de 400 pL. Se
centrifugd en una microcentrifuga (marca DLAB serie D3024) a 13000 rpm durante 20 minutos para
descartar el sobrenadante. Dicho paso se repitié dos veces. Posteriormente, se invirtié cada microcon,
se centrifugd a 1500 rpm durante 2 minutos y se recogi6 la fraccion de anticuerpo concentrada y sin
sales. Finalmente, se realiz6 la cuantificacion en un equipo de nanodrop (Eppendorf Biophotometer®
D30) y mediante la Ley de Lambert-Beer y los coeficientes de absortividad molar para cada anticuerpo,
se determind la concentracidn de los mismos, de manera de preparar una solucién 5 pM en un volumen
final de 1 mL.
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2.3 Cultivo celular

La seleccion de aptdmeros se realiz6 en cabina de flujo laminar vertical BSL2 (marca Holten
LaminAir 1.5) a partir de un cultivo de células BT-474, en un frasco T25 gue se encontraba en estufa a
37°C (marca Heal Force 90), en un 80% de confluencia, lo que corresponde con 4x10° células en 4 mL
aproximadamente. Ulteriormente, se descarto el medio de cultivo, se lavo con PBS 1X a 37°C y se
agreg6 500 pL de Tripsina para despegar las células en estufa y asi proseguir con el plaqueo. Para las
primeras rondas de seleccion (R1y R2), se plaqued en placas de 6 pocillos, 1x10° células en 1,5 mL de
medio RPMI suero fetal bovino 10% (RPMI SFB 10%) mientras que para el resto de las rondas (R3,
R4, R5y R6), se plaqueo en placas de 24 pocillos, 2,5x10° células en 1,5 mL de medio RPMI SFB 10%
(Figura 23). Ambos plaqueos con células BT-474 se dejaron incubando en estufa a 37°C, durante 48

horas.

Figura 23. Células BT-474 en un 80% de confluencia, observadas en un microscopio de campo claro
con aumento 4X. A la izquierda un pocillo de una placa de 6 pocillos con 1x10° células y a la derecha
un pocillo de una placa de 24 con 2,5x10° células. Ambas crecieron en medio de cultivo RPMI SFB
10% a 37°C.
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3. Disefio de seleccion

Se disefid una biblioteca de aptameros de ADN (Figura 24), la cual presenta dos regiones
constantes en la que se unen el primer forward y el primer reverse (18 nucledtidos), y una region variable
de 30 nucledtidos, en la que en cada posicion puede haber tanto purinas (Adenina y Guanina) como
pirimidinas (Citosinas y Timina). Dicha biblioteca presenta una masa molar de 20412 kDa, y cada uno
de los primers tiene un largo de 18 nucleétidos y masa molar de aproximadamente 5000 kDa. El tamafio
de la biblioteca fue considerado el adecuado para los fines diagndsticos en donde se generaran sondas
de imagenologia molecular.

Region Variable 30 N

r .

Region constante Region constante

Figura 24. Representacion esquematica de la biblioteca de ADN simple hebra utilizada, en la que se
observa en rojo, las regiones constantes en las que se unen los primers de 18 nucle6tidos y en violeta,
la region variable gue indica que en cualquier posicidn puede haber cualquier nucleétido de purina

(Adenina y Guanina) o pirimidina (Citosinas, Timina). Esquema realizado en BioRender.

La seleccion de aptameros mediante la metodologia de Cell-SELEX se realiz6 en dos
situaciones distintas (Figura 25). Dicha seleccién se realizé con la linea celular BT-474 en un 80% de
confluencia en donde para la ronda 1y 2 se tenfan 1x10° células y para la ronda 3, 4, 5 y 6 se tenian
2,5x10° células en medio de cultivo RMPI SFB 10%.

Fonda 1
L= ]

Ronda 2

Ronda 3 Ronda 3

T

Seleccion con

Ronda 4

anticuerpos
Seleccion sin Seleccign sin
anticuerpas anticuerpos

}

BikE
E

Ronda 5 Ronda 5

Ronda 6

Figura 25. Esquema de las sucesivas rondas realizadas en paralelo mediante Cell-SELEX, en la que se
puede observar en color violeta o anaranjado en cuales rondas se realiz6 una seleccién con anticuerpos
y en color blanco, en cuales se realiz6 una seleccion sin anticuerpos, siendo el color violeta anticuerpos

Trastuzumab y el anaranjado anticuerpos Pertuzumab. Esquema realizado en BioRender.
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Considerando que se parti6 de 1x10° millones de células para el paso de incubacién, la relacion
aptamero/receptor HER2 fue de 1:1.000, teniendo en cuenta que por cada célula hay 1x10° millones de
receptores HER2 (Komarova & Kuznetsov, 2019; Onsum et al., 2013). Asimismo, en cada una de las
rondas de seleccion se partio siempre de la misma cantidad de masa de ADN. A lo largo de las rondas
se cambiaron las tres condiciones principales para generar astringencia en el proceso: se cambiaron las
condiciones de tiempo de incubacién de aptdmero (de 30 minutos a 15 minutos) y anticuerpo (de 30
minutos a 60 minutos), asi como la cantidad de células (de 1x10° células a 2,5x10° células) y lavados

con BB, de manera de poder aumentar la afinidad y especificidad de los aptameros (Figura 26).

Rondas de seleccion R1—»R6

Tiempo de incubacion
de aptameros

30 minutos 15 minutes

N° de células BT-474

Tx10° 2,5¢10°

N° de lavados

Tiempo de incubacién
de anticuerpos

30 minutos 60 minutos

" J

Figura 26. Representacion esquematica de las variaciones de tiempo de incubacion, namero de células

y lavados, desde R1 a R6. Realizado en BioRender.

Dado que dicha estrategia es compleja, se disefié un sistema de nomenclatura a efectos de
interpretar en qué condiciones fueron obtenidos los aptameros en las sucesivas rondas. Las rondas en
donde se utilizd anticuerpo se nombraron con el simbolo +, mientras que las rondas en donde no se
utilizé anticuerpo se nombraron con el simbolo - (Tabla 1). Sin embargo, ninguna de las rondas fueron

rondas de contraseleccion o seleccién negativa dado que esta estrategia no incluy6 este tipo de rondas.

Tabla 1. Nomenclatura de las rondas de seleccion

Caracteres Significado
Rn Rondan *
P Pertuzumab
Trastuzumab
+ Incubacién con el anticuerpo

- Incubacién sin el anticuerpo
P1 PCR 1
P2 PCR 2

*n es el nimero de la ronda y puede tomar valores de 1 hasta n.
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3.1 Cell-SELEX

Estas rondas Cell-SELEX se caracterizan por ser rondas de seleccion convencionales en las que
los aptdmeros obtenidos son los que se unen a la célula. En dicha ronda de seleccion esquematizada en
la Figura 27, se utilizé en la reestructuracion un termobloque de la marca Digital Dry Bath serie
DKT200-1, en la cuantificacion un nanodrop de la marca Eppendorf, en la amplificacion un
termociclador de la marca DLAB serie TC100-G y un equipo de electroforesis de la marca Allsheng
serie Mini-ES2. Asimismo, la seleccion se realizé en cabina de flujo laminar vertical BSL2 y se dividio

en 10 pasos indicados a continuacién.

1. Bloqueo con DNA esperma de salmon; 2. Reestructuracion de la biblioteca de aptameros; 3.
Incubacion de células con la biblioteca de aptameros; 4. Extraccion de ADN con Trizol o temperatura
(en el caso de la ronda 6); 5. Cuantificacion por nanodrop; 6. Amplificacion inicial mediante PCR; 7.
Electroforesis en gel de agarosa 0,6%; 8. Amplificacion final mediante PCR; 9. Cuantificacion por
nanodrop; 10. Electroforesis en gel de agarosa 0,6%.

Luego de finalizada la ronda, a excepcidn de la ronda 1, la misma paso a llamarse RnT- 0 RnP,
siendo n el nimero de la ronda (Tabla 1). Por otra parte, en las siguientes rondas -, el primer paso de
blogueo no se realizd, sino que se partio desde el punto 2.

,,,,,,,,,

MQK)“ %t e DNA salms
= Reestructuracion Y ¢ HER2
‘ /' . :\\ llv Bloqueo — MY« Receptores
t 70e, .
[ s : 5 T \ 9 * Aptameros
\ . | | P od
\Z ol / % 2P 4 o Proteinas
. 4% moléculas
- L \h< 2. Incubacién
6. Agregado ’1/’ e « ADN nuclear
de CHCI3y A®
vortex
ous T /»,
:\ & 3. Lavado
‘ o 1 N Selex - —C -
| | Ronda1 2\
e }.\’
o ~
e
R
7.Secado de -
pellety
resuspension l w
4. Extraccién
de ADN con
Trizol
R1 - . -

—

8.¢ 2
“LUantis: s ia
< 1(111(-,,(»,-@1 9. Amplificacion

10. Electroforesis
R1P1
Figura 27. Representacion esquematica de la ronda 1 como ejemplo en la que se muestra los sucesivos
pasos realizados para las rondas de seleccién de Cell-SELEX sin la utilizacion de los anticuerpos
Trastuzumab y Pertuzumab. A la derecha se observa las referencias de dichas moléculas, como ser el
receptor HER2 de interés, DNA esperma de salmén, aptdmeros, entre otros. Esquema realizado en

BioRender.




3.2LGCS

Estas rondas se caracterizan por ser rondas de competencia con anticuerpos por lo cual
obtenemos los aptdmeros que han sido desplazados por los mismos, y que por ende compiten por un
epitopo dado. En dicha ronda de seleccidn esquematizada en la Figura 28, se utilizaron los mismos
equipos de la rondas Cell-SELEX. En este caso, la seleccion consistié en 7 pasos, ya que no se realizo

una amplificacion final mediante PCR.

1. Reestructuracion de la biblioteca de aptameros; 2. Incubacion de células con los anticuerpos; 3.
Incubacidn de células con la biblioteca de aptdmeros; 4. Obtencidn del sobrenadante con aptameros; 5.
Cuantificacién por nanodrop; 6. Amplificacion inicial mediante PCR; 7. Electroforesis en gel de

agarosa 0,6%

Luego de finalizada la ronda, a excepcion de la ronda 1, la misma pas6 a llamarse RnT+ o
RnP+, siendo n el nimero de la ronda (Tabla 1).
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Figura 28. Representacion esquematica de la ronda 2 como ejemplo en la que se muestra los sucesivos
pasos realizados para las rondas de seleccion LGCS con los anticuerpos Trastuzumab y Pertuzumab por
separado. A la derecha se observa las referencias de dichas moléculas, como ser el receptor HER2 de
interés, anticuerpo Trastuzumab y Pertuzumab, aptdmeros y receptores. Esquema realizado en

BioRender.
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3.3 Amplificacion por PCR

Una vez obtenidos los aptdmeros en cada ronda de seleccidn, tanto para la ronda Cell-SELEX,
como para la ronda LGCS, se sested los parametros del termociclador (Tabla 2) y se prepar6é un Mix

PCR (Tabla 3) de volumen final 50 pL, para realizar una amplificacion inicial.

Tabla 2. Condiciones del termociclador

Temperatura (°C) Tiempo ()
Desnaturalizacion inicial 95 60
Desnaturalizacion 95 15
Alineamiento 56,3 15
Extension 72 15
Extension Final 4 o0

Posteriormente, en el caso de las rondas Cell-SELEX ademaés, se realizd una amplificacion
final, en la que se prepar6 un Mix PCR de volumen final 250 pL que consistié en cinco tubos de PCR
con un volumen final de 50 L, para ser amplificados siguiendo las mismas condiciones anteriormente
mencionadas. Una vez finalizada la amplificacion, se agregd a su nomenclatura el término P1 (Tabla
1). En cambio, en las rondas LGCS, como solo se realiz6 una amplificacion inicial, dicho término no

fue agregado.

Tabla 3. Condiciones del Mix PCR

MIX
Primer Reverse (100 uM) 0,8 puL
Primer Forward (100 uM) 0,8 puL
MiFy Mix 18 pL
ADN molde 1pg
Agua Hasta 50 pL

3.4 Purificacion de aptameros

Una vez obtenidas las poblaciones de Aptamero R6T+ y R6P+, se realizé la purificacion de
1000 pg de los mismos utilizando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, siguiendo el protocolo
del fabricante. Dichas secuencias purificadas se mandaron a secuenciar al Instituto Ramén y Cajal de

Investigacién Sanitaria (IRYCIS), Madrid-Espafa, con quienes colaboramos en forma estrecha.
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4. Caracterizacion de la poblacion de aptameros

4.1 Marcacion de la poblacién de aptameros R6T+P1, R6P+P1 y R1P2 con
Primer FITC

En colaboracion con un estudiante de ciencias bioldgicas, se realizd la marcacion con FITC del
primer reverse conjugado a un grupo aminohexilo en el extremo 5°. Una vez realizada dicha marcacion,
se realizd la comprobacién mediante RP-HPLC (equipo marca Agilent Technologies serie 1200).
Posteriormente, se realizé la purificacion del primer R marcado con FITC (Primer R-FITC), mediante
una columna de desalinizacion PD-10 (marca Cytiva serie 17-0851-01), para eliminar el FITC en exceso
(Figura 29).
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Figura 29. Fracciones (500 pL) eluidas de la PD-10 con agua miliQ.

Luego de realizada la purificacion, se llevo a cabo la cuantificacion de los tubos 6, 7 y 8.
Después, se hizo una amplificacion final de las rondas R1, R6 y se procedié con el marcado de la
poblacién de aptameros R1P2, R6T+P1 y R6P+P1, para su posterior caracterizacién por citometria de
flujo. Para esto, se realiz6 una hibridacion entre el primer R-FITC 50 uM vy la ronda R1P2, R6T+P1 o
R6P+P1 utilizando una relacion de 1:1 (aptamero: Primer R-FITC) con concentracion de 400 nM de la
poblacién de aptamero y 5 nM de Primer R-FITC, en un volumen final de 100 uL, pero dado que la
citometria se realiz6 por duplicado, la hibridacién se realizd para un volumen final de 500 pL.
Posteriormente, se cubri6 las muestras R1P2, R6T+P1 y R6P+P1 con papel aluminio, se calentd en
termoblogue durante 3 minutos a 100°C, luego se dejé en el blogue por 20 minutos a temperatura
ambiente (con el bloque fuera del termobloque) y finalmente se incub6 en hielo para producir el shock

térmico.

4.2 Citometria de poblacion de aptadmeros

Para la realizacion de la citometria de poblacion de aptameros, se partié de las lineas celulares
BT-474 y MDA-MB-231 en 80% de confluencia (Figura 30), incubadas en estufa a 37°C en un frasco
T25. Se descart6 el medio de cultivo RPMI SFB 10%, se lavé con PBS 1X a 37°C y se agreg6 500 pL

de PBS sin Ca?* Mg?* a 4°C para despegar las células con rastrillo.
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Figura 30. Células BT-474 y MDA-MB-231 en un 80% de confluencia, observadas en un microscopio
de campo claro a 4X para las BT-474 y 20X para las MDA-MB-231, crecidas en un frasco T25 en
medio de cultivo RPMI SFB 10% a 37°C.

Posteriormente, se realiz6 una dilucion al 1/2 tomando 10 pL de células BT-474 o MDA-MB-
231 y 10 pyL de Trypan Blue para colocar por capilaridad en cAmara de Neubauer y realizar en
microscopio de campo claro (equipo marca LABOMED® serie TCM 400) el conteo de las mismas de
manera de determinar el nimero de células que pasaran por el citbmetro. Una vez determinado el
namero de células, se prepar6 por duplicado las distintas muestras (Tabla 4) para un volumen final de
160 pL, usando 100 L de poblacién de aptdmero R1P2, R6T+P1 o R6P+P1 de concentracion 400 nM,
marcados con el primer R-FITC 5 nM y 1 pL de anticuerpo comercial Alexa fluor 647 anti-human
CD340 (anticuerpo anti-HER?2), en el caso del control positivo. El volumen restante se complet6 con
BB a 37°C.

Tabla 4. Condiciones finales de las distintas muestras para la citometria

BT-474 MDA-MB-231
C- 60 pL células; 100 pL BB a 37°C 27 pL celulas; 133 pL BB a 37°C
R1P2 60 pL células; 100 pL R1P2 27 uL células; 100 pL R1P2; 33 uL BB a 37°C
R6T+P1 60 pL células; 100 uL R6T+P1 27 uL células; 100 uL R6T+P1; 33 uL BB a 37°C
R6P+P1 60 pL células; 100 pL R6P+P1 27 uL células; 100 pL R6P+P1; 33 uL BB a 37°C
C+ 60 pL células; 99 UL BB a 37°C; 1 L Ac 27 pL células; 132 uL BB a 37°C; 1 L Ac

C-: Control negativo; C+: Control positivo; Ac: anticuerpo anti-HER2; BB: Binding Buffer; R1P2, R6T+P1 y R6P+P1

poblacion de aptameros de concentracion 400 nM marcados con el primer R-FITC

Posteriormente, se cubrid las muestras preparadas con papel aluminio y se incub6 la poblacion
de aptameros R1P1, R6T+P1y R6P+P1 marcados con el Primer R-FITC, asi como el control negativo
y positivo, en estufa a 37°C durante 15 minutos para desencadenar la union al receptor HER2 expresado
en la linea BT-474 y MDA-MB-231. Luego se centrifug6 a 1500 rpm (marca Termo Scientific serie
Sorvall ST 8), 5 minutos a 4°C para descartar el sobrenadante con exceso de aptdmero no unido y se

resuspendio en BB a 4°C para ser analizadas en el citometro. Para esto Ultimo, se utilizé un equipo




AttuneTM NXT, del Institut Pasteur de Montevideo, donde se setearon los voltajes de los canales APC
y FITC para ver el comportamiento del anticuerpo anti-HER2 y la poblacion de aptameros marcada con
el primer R FITC, respectivamente. Una vez seteados los mismos, se procedi6 con la estrategia de gating
en el equipo para las lineas BT-474 y MDA-MB-231.

4.3 Estrategia de Gating

Una vez que se realizd la citometria de flujo en el equipo AttuneTM NXT para la adquisicion
de los datos, se procedi6 con la caracterizacion de los aptdmeros, mediante su analisis en el programa
Flowjo para las lineas BT-474 y MDA-MB-231 (Figura 31). Dentro del Forward scatter (FSC) vs Side
scatter (SSC), se tomd los datos de las muestras sin tefiir de cada linea celular (correspondientes al
control negativo), y se determind la poblacion de células que corresponden a la linea celular BT-474 o
MDA-MB-231. Posteriormente dentro de ese gate, se determiné la poblacion single cells a partir del
gréafico de area vs alto de la sefial de FSC, de manera de eliminar dobletes que puedan dar lugar a falsos
positivos en la intensidad de fluorescencia. Luego, se realizaron dos histogramas, uno para FITC y otro
para APC, para ver el comportamiento del anticuerpo anti-HER2 y la poblacién de aptdmeros marcada
con el primer R-FITC respectivamente, estbleciendo como 1% (de la poblacion negativa), el umbral a
partir del cual la poblacién de aptdmeros o el anticuerpo anti-HER2 es positiva para el receptor HER2.
Finalmente, dichos parametros fueron replicados a las diferentes muestras indicadas en la Tabla 4, para

determinar la intensidad de fluorescencia mediana geométrica (MFI) en dichos canales.
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Figura 31. Estrategia de Gating de las lineas celulares BT-474 y MDA-MB-231. Se observa el gate de

la poblacidn de cada linea celular, seguido del gate de single cells y umbrales para canales FITC y APC.
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V. Resultados y Discusion

1.1 Enriguecimiento de aptameros anti-HER2 en las sucesivas rondas de
seleccion por Cell-SELEX

Para obtener un enriquecimiento de aptameros en las sucesivas rondas de seleccion, se
realizaron rondas en paralelo, dirigidas a subdominios distintos del receptor HER2, con seleccién sin
anticuerpo y seleccién con anticuerpo (Figura 25). La seleccion sin anticuerpos se realizo con el fin de
unir aptameros a los receptores HER2 y a otras moléculas y receptores presentes en la célula, mientras
gue la seleccidn con anticuerpo se realizé con el fin de desplazar y aislar aquellos aptdmeros que se
unan a los subdominios Il y IV. Para ello se partié siempre de una pequefia porcién de la masa de
aptameros obtenida en la ronda anterior y se bloque6 los receptores HER2 de la linea celular BT-474
con los anticuerpos Trastuzumab o Pertuzumab. De modo que luego mediante los lavados, se recojan
aptdmeros potenciales especificos contra dichos subdominios, dejando aquellos aptameros
inespecificos unidos a la célula. Asimismo, durante las rondas de seleccién se disminuyo la kp (la cual
depende de las constantes cinéticas Kon Y Koff), disminuyendo la concentracion del blanco, el tiempo de
incubacion (afecta directamente la kon) y aumentando la cantidad de lavados (afecta directamente a Kof)

a efectos de aumentar la afinidad y especificidad de los aptameros.

A medida que se avanzd en cada ronda de seleccion, modificando los tiempos de incubacion
(de aptamero y anticuerpo) y la concentracion del blanco (cantidad de receptores), se observé un
enriquecimiento en aumento para las rondas de seleccion con anticuerpo (Figura 32), siendo cercano
al 100% en la ronda 6 tanto para R6T+ (131%) como para R6P+ (133%). Esto Gltimo, di6 la pauta de
no realizar mas rondas de seleccidn, puesto que siempre se recuperara la misma cantidad de aptamero
desplazado. Por otra parte, el hecho de que en la roda 6 se haya recuperado el 100% de los aptameros,
es lo esperado para un enriquecimiento total de la poblacion. En la ronda 5, a diferencia del resto de las
rondas, se realizd una seleccién en la cual se combiné las estrategias aplicadas anteriormente, pero
incubando con el anticuerpo contrario (en la seleccion de aptameros utilizando Traztuzumab se incub6
con Pertuzumab). Esto se hizo con la intencion de que los aptdmeros obtenidos sean especificos
solamente contra uno de los subdominios del receptor HER2, eliminando el entrecruzamiento de los
mismos. En este sentido, era esperable que al momento de realizar la ronda 6, el porcentaje de aptdmero

recogido durante la etapa de lavado, fuera cercano al 100%.
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Figura 32. Porcentaje de masa de ADN recuperado, durante las sucesivas rondas de seleccion LGCS,
en el que los aptameros fueron dirigidos hacia sitios especificos de union bloqueando con anticuerpos

Trastuzumab o Pertuzumab.

Luego de cada ronda, se realizaron geles de electroforesis de forma de verificar si se obtuvo
aptamero. Se observé una banda de mayor peso molecular de 40824 kDa correspondiente a aptamero
amplificado (doble hebra), una banda de menor peso molecular de 20412 kDa correspondiente a
aptamero no amplificado o simple hebra y unas bandas de aproximadamente 5000 kDa correspondiente
a primers (Figura 33). El hecho de que se observé primers sin utilizar, puede deberse a que no habia

suficientes dNTPs (afectando la amplificacion de aptamero) para la polimerasa, o que hubiera un exceso

del mismo.

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa 0,6% de algunas de las rondas de Cell-SELEX. La flecha

indica a esa altura aptamero amplificado de 40824 kDa.

A pesar de esto, no podemos determinar qué tan enriquecida se encuentra la poblacion de
aptamero obtenida, dado que, en cada ronda de seleccion, la masa de ADN cuantificada fue la total
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(aptdmero, ADN nuclear, etc) y no solamente la de masa de ADN de aptdmeros. Ademas, no se descarta
la opcidn de que en dicho enriquecimiento haya quedado algun aptdmero que sea especifico contra el
subdominio I, IV o0 ambos, o incluso algin aptdmero inespecifico en menor cantidad. Una forma de
mejorar esto, es que al momento de realizar la amplificacion se hiciera por Real time PCR (qPCR),
dado que de esta manera se podria realizar una curva de calibracion en cada una de las rondas, a efectos
de que luego de amplificar, mediante el C;y la ecuacién de la recta obtenida para la ronda en especifico,
se determine la masa del aptdmero de forma mucho mas precisa.

Otra forma de mejorar el enriquecimiento de aptdmeros especificos, es realizando una contraseleccion
negativa, sin embargo, dicho procedimiento es costoso, dado que implica realizar un knock-out de la
célula contra el gen que expresa el receptor HER2, ya que todas las células en condiciones normales

expresan un nivel basal de HER2.

1.2 Evaluacion de las poblaciones de aptameros dirigida a los subdominios
lylV.

A efectos de determinar qué tan especificos son estos aptameros contra el receptor HER2, se
realizaron ensayos de citometria para las células BT-474 y MDA-MB-231 (Figura 31).
En los histogramas correspondientes a BT-474 (Figura 34) que sobreexpresa el receptor HER2, se
observé gue en canal FITC, la poblacién R1P2 presenta un menor corrimiento hacia mayores niveles
de intensidad de fluorescencia, en comparacién a R6T+P1 y R6P+P1. Esto puede deberse a que R1P2
corresponde a la ronda de partida, indicando que R6T+P1 y R6P+P1 ya se encuentran enriquecidas con

aptameros especificos contra el receptor HER2.

Dado que se tiene una poblacién de aptdmeros entre los cuales hay muchas secuencias, es
importante considerar que alli habrd aptdmeros con alta afinidad y especificidad y otros que no
presentan dichas caracteristicas, siendo entonces la sefial la sumatoria de todos los aptameros, los
buenos y los malos. No se tiene forma de saber que tan afines son dichos aptameros contra los
subdominios 1V y I, al tenerlos en una poblacién. Asimismo, como en cada ronda se realiz6 una
amplificacion, existiran aptameros que se encuentran en mayor cantidad que otros, generando una
diferencia de afinidades por el receptor HER2, asi como probablemente algun aptamero inespecifico.
Por otra parte, los aptameros adoptan diferentes estructuras en su conformacion nativa y debido a que
para marcarlos por hibridacion se utiliza un primer R-FITC, puede ser que los mismos presenten
distintas temperaturas de alineamiento, provocando por un lado, que haya aptameros que se marquen
mas facilmente con el primer R-FITC y por el otro, que en cuyo caso la temperatura de alineamiento
sea baja, puede dificultar el shock térmico para reestructurar dichos aptameros, haciendo que algunos
de los mismos no queden bien reestructurados, dificultando su unién al receptor. Ademas, como dichos

aptameros son marcados por hibridacion mediante un primer R-derivatizado con FITC, la presencia del
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mismo sin marcar, podria estar compitiendo por la unién al aptamero. En efecto, habra muchos
aptameros que no se marcaran y la sefial observada en el citbmetro estara subestimada. En consecuencia,
dado que estamos analizando una poblacién de aptdmeros y que ademas la marcacion de los aptdmeros
no es completa, la sefial final se subestima en gran medida. Sin embargo, observar un corrimiento de la
sefial para R6T+P1 y R6P+P1 es un gran hallazgo, indicando que en dicha poblacion existen buenos
candidatos.

Respecto al canal APC, se observa un corrimiento bastante pronunciado, indicando que el
control positivo funciond, y que las células BT-474 tiene una alta expresion del receptor HER2, que es

reconocido por el anticuerpo comercial.
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Figura 34. Histogramas normalizados de la linea celular BT-474, realizados en los canales de APC y
FITC respectivamente. Ac: Anticuerpo-anti HER2; Sin tefiir: Control negativo.

En relacion a las células MDA-MB-231 (Figura 35) que presentan baja expresién del receptor
HERZ2, para el canal FITC, se observé que en todas las poblaciones de aptdmero, no hay corrimiento o
no es muy pronunciado como en las BT-474, lo cual indica que estamos en presencia de una poblacion
especifica. Por lo tanto, los aptameros especificos se unirdn en mayor medida a las células BT-474 que
tienen sobreexpresion del receptor y en menor medida a las células MDA-MB-231 que tienen baja
expresion. Si estuviéramos en presencia de una poblacion con gran cantidad de aptameros inespecificos
también veriamos corrimiento hacia mayores niveles de fluorescencia en las células MDA-MB-231, lo

cual no ocurre.

En el caso del anticuerpo, si bien se observa un corrimiento, es minimo en comparacion con las
células BT-474, esto puede explicarse debido a que estas células tienen menor expresion del receptor
HER2. Esto también es valido para los aptameros, sin embargo, el corrimiento de la poblacién es
minimo. No obstante, dado que los datos son obtenidos de canales de fluorescencia distintos, con seteos

de voltaje diferentes, no se pueden comparar.
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Figura 35. Histogramas normalizados de la linea celular MDA-MB-231, realizados en los canales de
APC y FITC respectivamente. Ac: Anticuerpo-anti HER2; Sin tefiir: Control negativo.

Estos resultados obtenidos también pueden ser vistos en tablas de intensidad de fluorescencia
media o0 MFI (Tabla 5, 6). En el caso de FITC, para las BT-474, la fluorescencia respecto al control
negativo para R6T+P1 aument6 35 veces, mientras que R6P+P1 aumentd 34 veces. En cambio, la
fluorescencia para R1P2 aument6 solamente 20 veces respecto al control. Por otra parte, para el canal
APC, la intensidad de fluorescencia aument6 725 respecto al control. Estas diferencias, implican que
ocurrié un enriguecimiento de dichas rondas. Por otra parte, en el caso de las MDA-MB-231, el MFI
de FITC para todas las poblaciones, solo aumentd 3 veces respecto al control y para APC solo aument6
11 veces respecto al control, pero dado que los MFI para la poblacion y para el anticuerpo, fueron
obtenidos de medianas geométricas distintas, por estar marcados con fluor6foros distintos, dichos
resultados, no pueden ser comparables. Por otra parte, se observo que el desvio estandar de las BT-474
fue mayor, respecto al de las MDA, esto es debido a que, durante la realizacién del ensayo, no se

obtuvieron eventos equitativos en los ensayos realizados por duplicado.

Tabla 5. Valores estadisticos de la linea BT-474 para los canales FITC y APC

FITC APC
MFI SD R MFI SD R
C- 507 62 - 377 21 -
R1P2 10219 1152 20 - - -
R6T+P1 17905 1732 35 - - -
R6P+P1 17101 1812 34 - - -
Ac - - - 262443 45872 725

MFI: Intensidad de fluorescencia mediana geométrica; SD: Desvio estandar; R: relacion MFI muestra/MFI control




Tabla 6. Valores estadisticos de la linea MDA-MB-231 para los canales FITC y APC

FITC APC
MFI SD R MFI SD R
C- 311 10 - 366 5 -
R1P2 823 222 3 - - -
R6T+P1 947 109 3 - - -
R6P+P1 856 41 3 - - -
Ac - - - 4233 182 12

MFI: Intensidad de fluorescencia mediana geométrica; SD: Desvio estandar; R: relacion MFI muestra/MFI control

Los MFI, para cada poblacion, también estan representados en un grafico de barras, en el que

se ve que tanto R6T+P1 como R6P+P1 se encuentran enriquecidos respecto a R1P2 (Figura 36).
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Figura 36. Mediana geométrica de fluorescencia de las lineas celulares BT-474 y MDA-MB-231 en
los canales FITC y APC respectivamente, para el control negativo, control positivo Ac-AntiHER2 y las
distintas poblaciones de aptdmero R1P2, R6T+P1y R6P+P1, con sus respectivas desviaciones estandar.

Dichos valores de mediana geométrica, son expresados en valor promedio de medianas.

Estos ensayos son una forma de estimar el enriquecimiento que se va generando a través de las
rondas. Este ensayo fue repetido obteniendo resultados similares. Otra forma de hacerlo es mediante un
melt assay realizado mediante gPCR. Sin embargo, tanto lo observado en la Figura 32, como en la
citometria, indicaria que en la ronda 6 ya hay suficiente enriquecimiento. Por ello, se espera realizar
secuenciacion por Next Generation Sequencing (NGS) de dichas rondas de manera de poder determinar
posteriormente mediante analisis bioinformaticos, cuales de la poblacion de aptamero obtenida se
encuentran mas enriquecidos. El analisis de dicha secuenciacion esta pendiente de ser realizado, y no
ha sido incluido para esta tesina. A futuro se espera realizar mas rondas de seleccion, mejorando los

perfiles de cuantificacion, haciendo qPCR y volviendo a secuenciar.
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V. Conclusiones

Este trabajo logr6 a través de la metodologia de Cell-SELEX propuesta, enrigquecer una
poblacién de aptdmeros especificos contra el receptor HER2, dado que se observd que los aptdmeros
R6T+P1 y R6P+P1 presentaron mayor unién a las células BT-474, que los aptameros R1P2. Sin
embargo, a pesar de esto, no es posible clasificar poblacionalmente, cuales aptdmeros son mas afines
gue otros. Pese a que las medianas geométricas mostraron que a nivel poblacional existe una parte de
la misma que se encuentra mas enriquecida, pudiendo ser mas especifica contra el receptor HER2.
También a través de dicha metodologia, se logrd obtener aptdmeros que discriminan entre las células

utilizadas en la seleccién y entre las células utilizadas en el ensayo por citometria.

A pesar de obtener una herramienta que cumple con los objetivos planteados, ain queda mucho
por hacer. Esta es una primera aproximacion, pero es necesario que dichos aptdmeros sean
caracterizados en forma aislada para continuar con su evaluacion y desarrollo, con el objetivo de que a
futuro funcionen con su fin propuesto, el cual es ser utilizados como tratamiento y/o diagndstico del
cancer de mama, pues la implementacion de esta metodologia denominada Cell-SELEX abre muchas

posibilidades en relacion a la investigacion aplicada a la biomedicina.

Obtener aptdmeros contra HER2 que tengan alta afinidad y especificidad seria un gran logro.
Dada la amplia versatilidad que los aptameros presentan se pueden generar novedosas estrategias que

se potencien con los abordajes actuales en diagndstico y terapia del cancer.

Perspectivas a Futuro

Teniendo una mirada optimista en este campo, se espera seguir caracterizando dichos
aptameros computacionalmente, y posteriormente, realizar ensayos de unién al blanco de los aptameros
aislados para determinar su kp y especificidad, citotoxicidad, asi como ensayos in vivo, a efectos de ver
si los aptdmeros obtenidos, funcionan en esas condiciones para ser utilizados a futuro como biofarmacos

0 para estudios de imagenologia molecular.
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