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RESUMEN

A fines del afio 2019 el brote de un nuevo coronavirus daria inicio a la pandemia originada por el
SARS-CoV-2, agente etioldgico de la enfermedad denominada COVID-19. Las politicas en salud
publica fueron enfocadas a la toma de decisiones basadas en el nimero de casos confirmados,
donde el RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR) corresponde al test de preferencia para la deteccion,
lo que generd una ola de desabastecimiento de insumos y la saturacién de los laboratorios
habilitados para el procesamiento de las muestras. Frente a la situacion descrita, en este proyecto
se propuso generar una nueva metodologia de deteccidn de RNA viral a través de un método
isotérmico e independiente de transcriptasa inversa y DNA polimerasa, empleando la
tecnologia de aptameros fluorescentes. Esta propuesta corresponde a un método que se basa
en la capacidad de la SplintR ligasa de ligar dos hebras de DNA en heteroduplex con RNA. De este
modo, se disenaron dos oligonucledtidos de modo que al ser ligados en presencia de RNA viral,
permiten la transcripcion in vitro del RNA aptamero de verde de malaquita, el que fluoresce al
unir este compuesto, permitiendo cuantificar el RNA con el que inicialmente los oligonucleétidos
formaban el heteroduplex para ser ligado. En este trabajo fue posible generar una alternativa
para la deteccion de RNA empleando la tecnologia de aptameros fluorescentes, relativamente
sencilla y mas econdmica al dispensar de algunos reactivos indicados por Yings y cols. (2018). La
estandarizacion de la ligacidn entablillada, nos permitié determinar las condiciones dptimas de
temperatura, tiempo de reaccidn, concentracion de enzima y los efectos inhibitorios de los
cationes monovalentes. Por otra parte, los resultados obtenidos muestran que es posible realizar
la deteccidén de forma isotérmica y se presenta la posibilidad del monitoreo en tiempo real de la
transcripcion in vitro y detencién de la reaccion, en vista a las limitaciones que puede generar el
trabajo con un nimero elevado de muestras. El limite de deteccién del método estandarizado
resulté ser del orden de los nM, muy por encima de la sensibilidad del RT-gPCR. Estos resultados,
sumados a la revisién extensiva de la literatura, abren la posibilidad de optimizar las condiciones
de reaccidn en la que se considera el disefio de los oligonucledtidos, reaccién de ligacién y

transcripcion in vitro acoplada, ademads de extender su empleo a la deteccion de DNA.



ABSTRACT

Implementation of a novel SARS-CoV-2 RNA detection method as an alternative to RT-qPCR
based on the malachite green aptamer production by oligonucleotide-specific splinter ligation
and subsquent in vitro transcription

By the end of 2019, a novel coronavirus outbreak started the COVID-19 pandemic. The etiological
agent of the disease is now known as SARS-CoV-2. Public health policies were focused on making
decisions based on the number of confirmed cases, where real-time RT-PCR (RT-gPCR) was and
still is the prefered test for detection. This high demand generated shortages of supplies and
saturated the laboratories enabled to process the samples. Considering this scenario, this project
proposes to generate a novel viral RNA detection method through an isothermal and reverse
transcriptase/DNA polymerase-independent strategy, using fluorescent aptamer technology.
This proposal is based on the ability of SplintR ligase to ligate two DNA strands only when those
strands are forming heteroduplexes with a RNA splint. Based on this, two oligonucleotides were
designed so that they can be ligated only in the presence of viral RNA they. This ligation allows
the in vitro transcription of the malachite green RNA aptamer. The fluorescent complex formed
between malachite green and the malachite green aptamer, allows the quantification of the RNA
that originaly acts as splint for the DNA ligation. In this work it was possible to generate an
alternative for RNA detection using fluorescent aptamer technology. This method is, relatively
simple and cheaper tan the standard PCR test, because it does not require some reagents as
indicated by Yings et al. (2018). The standardization of the splint ligation allowed us to determine
the optimal conditions of temperature, reaction time, enzyme concentration and the inhibitory
effects of monovalent cations. Results obtained show that it is possible to carry out the RNA
detection under isothermal conditions. It also allows the real-time monitoring of in vitro
transcription and stopping of the reaction, An importan advantage when considering the analisis
of high numbers of samples. In addition, the detection limit of the standardized method turned
out to be of the order of nM, higher than the sensitivity of RT-qPCR. These results, added to the
extensive review of the literature, allow optimizing reaction conditions, the design of
oligonucleotides, ligation reaction and coupled in vitro transcription, in addition to extending its
use for the detection of DNA.

Xi



1. INTRODUCCION

1.1 El nuevo coronavirus

A fines del 2019 en la ciudad de Wu-Han en la Republica Popular de China, se reportaba el
aumento en casos de afecciones respiratorias de lo que parecia ser neumonia viral, pero con
agente causal desconocido (Zhu y cols., 2020). El numero de pacientes aumentaba
considerablemente debido a la rdpida diseminacidn del hasta ese entonces, virus desconocido,
donde dichos pacientes arrojaban resultados negativos para virus y bacterias comunes asociadas
a enfermedades respiratorias. El virus fue rapidamente aislado e identificado mediante técnicas
de secuenciacién de siguiente generacion (Next generation sequencing, NGS) el cual correspondia
a la familia de los coronavirus del cual no se tenian registros, provisoriamente llamado
2019-n-CoV (2019 novel coronavirus, Nuevo Coronavirus 2019) (Chan y cols., 2020).
Posteriormente fue renombrado como SARS-CoV-2 por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV), ya que en términos taxonédmicos este “nuevo” virus se encuentra relacionado al
coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV por sus siglas en inglés) y
no corresponde a un nuevo virus como tal. Cabe destacar que el SARS-CoV-2 no es descendiente
del SARS-CoV y que los sintomas pueden diferir con respecto al SARS-CoV

(Gorbalenya y cols., 2020).

1.2 Generalidades del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus con manto de entre 55-200 nm de didmetro, perteneciente a la familia
de los Coronaviridae dentro del orden de los Nidovirales, especificamente al género
Betacoronavirus (Rastogi y cols., 2020). En conjunto con los Alfacoronavirus, Gammacoronavirus
y Deltacoronavirus conforman la subfamilia de los Coronavirinae (Congy cols., 2017). Al igual que
los virus pertenecientes a la familia de los Coronaviridae, el SARS-CoV-2 posee un genoma de RNA
monocatenario de polaridad positiva de 29,8 kb, el cual comprende 14 marcos de lectura

abiertos (Open  Reading  Frames, ORF;, Wu y cols.,, 2020), que codifica



16 proteinas no estructurales (Non-structural proteins, Nsp), 4 proteinas estructurales llamadas
Spike (S), Envelope (E), Membrane (M) y Nucleocapsid (N), y 9 proteinas accesorias (Harrison y
cols., 2020).

Analisis filogenéticos de datos gendmicos de muestras de SARS-CoV-2 obtenidas de 9 pacientes
infectados en Wu-Han mostraron 88% de identidad con genomas de coronavirus que infectan
murciélagos, cerca de 79% de identidad con SARS-CoV y un 50% con el coronavirus causante del
sindrome respiratorio de Medio Oriente (MERS-CoV por sus siglas en inglés), ambos coronavirus
capaces de infectar humanos y los cuales causaron epidemias originadas en China el afio 2002 y

en Arabia Saudita el 2012, respectivamente. (Ahn y cols., 2020; Lu y cols., 2020).

Para principios de enero de 2020 se reportaban brotes de SARS-CoV-2 en toda China, el Sudeste
Asidtico y Europa (Lu y cols., 2020). El 21 de enero se notifica el primer caso confirmado en
América, especificamente en Estados Unidos. El 30 de enero, el brote de SARS-CoV-2 originado

I”

en China es catalogado como “emergencia sanitaria de nivel global” por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (Ahn cols., 2020; World Health Organization, 2020a). El 11 de febrero, la OMS
llamaria “COVID-19” (acrénimo de Coronavirus Disease 2019 o Enfermedad de Coronavirus 2019)

a la enfermedad cuyo agente causal corresponde al SARS-CoV-2 (Cascella y cols., 2020).

Sudamérica no estaria muy lejos de enfrentar la misma realidad. En Brasil el 25 de febrero se
reporta el primer caso confirmado en la region (Rodriguez-Morales y cols., 2020) y en el caso de
Chile, el Ministerio de Salud (Minsal) informaria el primer caso positivo de SARS-CoV-2 el dia 3 de
marzo de 2020 (Ministerio de Salud, 2020a), siendo el quinto pais de la regidén en presentar un
caso confirmado, precedido por Brasil, México, Ecuador y Argentina (Tariq y cols., 2020). El 11 de
marzo de 2020 se registra un total nacional de 23 casos confirmados (5 nuevos casos aquel dia)
donde 17 de ellos correspondian a casos importados (Ministerio de Salud, 2020b). La OMS
informaria la cifra de 4620 nuevos casos a nivel mundial, sumando asi un total de 118.329 casos
confirmados acumulados distribuidos en 114 paises y con un saldo de 4.292 fallecidos, declarando

asi al COVID-19 como pandemia global (World Health Organization, 2020b).



1.3 Diseminacion del COVID-19

COVID-19 es una enfermedad respiratoria, pero su espectro de sintomas es amplio, ocasionando
desde infecciones asintomdticas hasta complicaciones respiratorias agudas que requieren
suministro externo de oxigeno o incluso, esta puede ocasionar la muerte (Cascella y cols., 2020).
Sintomas comunes son: fiebre, tos seca (siendo estos los mas frecuentes), pérdida del gusto y

olfato, fatiga, mialgia y dolor de cabeza (Viner y cols., 2021).

Inicialmente se creia que los contagios ocurrian cuando se estaba en contacto con animales
portadores, dado que los primeros casos reportados tenian en comun haber asistido al mercado
marisquero de Wu-han. Actualmente se sabe que la principal forma contagio ocurre a través del
contacto con secreciones nasales u orales desprendidas por personas infectadas las cuales son
expulsadas al toser, estornudar, hablar o espirar ya sea en forma de aerosol (menor a 5 micras) o
como “gotas de Flligge” (mayores a 5 micras). El aerosol se mantiene en suspensién en el aire,
mientras que las gotas Fliigge al ser de mayor tamafio y por ende mayor masa, permanecen en
suspension durante solo unos minutos y tienden a no dispersarse mas alld de 2 metros, para
finalmente depositarse en diversas superficies. En base a lo expuesto, se ha propuesto que no
seria necesario estar en contacto directo con personas contagiadas y que bastaria con estar en
contacto con objetos contaminados y que las particulas virales alcancen una puerta de entrada
(como por ejemplo las mucosas de los ojos, boca o nariz) para generar una infeccion
(Lofti y cols., 2020; Rahman y cols., 2020). Basado en esto, se han adoptado diversas medidas de
prevencidn como el lavado frecuente de manos, uso de mascarillas, distanciamiento fisico,
ventilacidn de espacios cerrados (y evitar estos espacios) o medidas drasticas como el cierre de
fronteras y especialmente las cuarentenas que varios paises implementaron (Manikandan, 2020).
Esto se suma al rapido desarrollo y empleo de vacunas que pueden impedir la infeccidn,
enfermedad y/o transmision. Una vacuna capaz de reducir cualquiera de estos elementos

contribuye al manejo de la pandemia del SARS-CoV-2 (Hodgson vy cols., 2021).



Debido a que el virus representa un grave peligro para la salud publica y la economia mundial, los
paises que rapidamente se veian afectados por la llegada del virus debieron adoptar medidas para
mitigar los efectos socioecondmicos y sanitarios (Ugarov, 2020). Esto implico el cierre de recintos
donde se realizaran actividades consideradas como no esenciales o que pudieran llevarse a cabo
de forma telemdtica, como recintos educacionales, recreacionales u oficinas (Manikandan, 2020).
No obstante, las actividades econdmicas que pudieran realizarse en espacios abiertos o de
primera necesidad (como la compra de suministros, insumos bdasicos o medicamentos), no podian
presentar un cese en sus funciones, por lo que se debié reducir el aforo permitido en dichos
espacios siempre en conjunto a las recomendaciones otorgadas por la OMS. Pese a esto, las
medidas de testeo masivo y temprano, trazabilidad de contactos estrechos y el aislamiento de
casos sospechosos y confirmados son esenciales para la prevencién de nuevos contagios, debido
a que se estima que las personas en etapas pre-sintomaticas o asintomaticas causan entre un

40% y 80% de los contagios de SARS-CoV-2 (Choi y Shim, 2021).

1.4 Deteccidon de SARS-CoV-2

Inicialmente se empled la tomografia computada de tdérax o rayos X (cuando el virus adn no se
habia aislado), en las cuales se podian observar manchas en los pulmones. Si bien este método es
facil de empleary no es invasivo, carece de especificidad. Posteriormente, una vez que se aislé el
SARS-CoV-2, datos de genomas completos obtenidos por NGS y publicados tempranamente
permitieron el desarrollo de partidores y oligonucleétidos especificos para la deteccién mediante
la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa acoplada a Transcripcidn Inversa (RT-gPCR o PCR en

tiempo real; Boger y cols., 2021).

Existen distintos métodos que pueden utilizarse para la deteccién de SARS-CoV-2, siendo las
estrategias moleculares las de primera linea, de los casos sospechosos y asintomaticos
(Ahn vy cols., 2020). Ademas de la busqueda de acidos nucleicos, existen los métodos de testeo
basados en serologia que permiten evidenciar la presencia de antigenos o de anticuerpos en

sangre.



Actualmente, los métodos de testeo mas empleados son la deteccién de anticuerpos (conocido
como “test rapido”) y RT-gPCR los cuales presentan varias diferencias, no solo en el tipo de
muestra requerida, sino también en la macromolécula detectada. Debido a esto, su uso va a
depender del requerimiento epidemiolédgico que se busca abordar (Shyu y cols., 2020). El “test
rapido” detecta la presencia de anticuerpos IgG e IgM en sangre, que son producidos
principalmente en contra de las proteinas Spike (S) o Nucleocapsid (N). Su principal ventaja recae
en que es una metodologia sencilla, con acotado tiempo de espera (con resultados en
aproximadamente 15 minutos) y que no requiere de instrumentacién o capacitacién especiales
(Tangy cols., 2020; Uwamino y cols., 2021). Sin embargo, la produccidn de anticuerpos suficientes
para la deteccién por este método se obtiene luego de transcurridos 5 a 7 dias desde la aparicion
de los sintomas (conocido como periodo ventana). Previo a esto, el test rapido generalmente
arroja falsos negativos. Ademas, debido a que los anticuerpos siguen estando presentes una vez
cursada la infeccidn (independiente de la presencia del SARS-CoV-2), la realizacién de estos test
tendra resultado falsos positivos cuando se realicen en periodos cortos posteriores al término de
la infeccién (La Marca y cols., 2020). Por ello, este test puede asegurar que en algin momento
hubo infeccion por SARS-CoV-2, pero no necesariamente al momento de la realizacion del test.
Esto tiene gran utilidad para estudios epidemioldgicos y la toma de decisiones que derivan de

éstos, pero no para la detecciéon temprana ni preventiva (Tang y cols., 2020; Boéger y cols., 2021).

Por otra parte, el RT-qPCR detecta RNA gendmico (gRNA) viral del SARS-CoV-2 en muestras
salivales o hisopado nasal y faringeo. Es una técnica altamente sensible la cual consiste en la
extraccion de RNA proveniente de la muestra, el cual es utilizado como templado para la
produccién de DNA complementario (cDNA) mediante transcripcién inversa, catalizada por
alguna transcriptasa inversa en presencia de partidores aleatorios o especificos para cierto tipo
de transcritos (Nolan y cols., 2006; Yiice y col.,, 2021). Una vez producido el cDNA, éste es
amplificado utilizando una DNA polimerasa termoestable en conjunto con partidores especificos
para el gen o region de interés (basandose en la técnica de PCR convencional descrita por el grupo
de investigacion de Kary Mullis en 1985), en ciclos que comprenden 3 etapas: desnaturacion,

apareamiento y elongaciéon. La etapa de desnaturacién, que ocurre cerca de 95°C, permite la



separacion del DNA doble hebra (dsDNA). Cabe destacar que el cDNA corresponde a DNA
monohebra o ssDNA. La etapa de apareamiento permite que los partidores hibriden con la
secuencia blanco del cDNA (o DNA) aproximadamente entre 40°C-60°C. Finalmente, la etapa de
extension se lleva a cabo a una temperatura cercana a 72°C y permite que una vez reconocido el
hibrido cDNA-partidor por la DNA polimerasa, ésta polimerice en sentido 5’->3’ produciendo una
hebra complementaria al templado utilizado. Asi, una vez terminada esta etapa, se inicia un
nuevo ciclo con la etapa de desnaturacidn. Al final de la etapa de elongacion se obtiene un dsDNA.
Posterior al primer ciclo, la amplificacion del cDNA resulta ser exponencial, pues cada nuevo
producto obtenido sirve también como templado permitiendo asi la deteccion de cantidades muy

pequeiias de RNA en la muestra (Nolan y cols., 2006; Garibyan y cols., 2013).

Una variacion de esta técnica es el gPCR o PCR cuantitativo en tiempo real, en la cual se le afade
un intercalante fluorescente de dsDNA o sondas fluorescentes especificas a la reaccién
previamente descrita. La adicidn de estos reactivos fluorescentes permite el monitoreo en tiempo
real de la aparicién de producto de amplificacion (amplicén) y también permite realizar la
cuantificacion de gRNA en la muestra de partida (Nolan y cols., 2006; Yice y col., 2021). Las
ventajas del RT-gPCR son su elevada sensibilidad y especificidad, con un limite de deteccidn
cercano a 100 copias de RNA viral por ml (Arnaut y cols., 2020) lo que permite la deteccion del
RNA viral en etapas muy tempranas de la infeccidn, incluso cuando aun no hay presencia de
sintomas (Chiok y cols., 2011). Dado que permite la deteccion de gRNA viral, el RT-gPCR
corresponde a un test directo (a diferencia del test rapido que no detecta el virus ni algin blanco
asociado a éste) y por ende, un resultado positivo indica que al momento de la toma de muestra,
muy probablemente se esté cursando una infeccion por SARS-CoV-2 (o al menos hay presencia
de gRNA viral). Por otra parte, la principal desventaja del RT-qPCR radica en requerir personal
especializado en todas las etapas del proceso, desde la toma de muestra hasta la interpretacién
de los resultados, incluido el trabajo con RNA, el cual se degrada con facilidad. Adicionalmente,
se requiere infraestructura e instrumentacién especializados para el procesamiento de las
muestras y los tiempos de procesamiento son considerablemente mas extensos que para el test

rapido (La Marca y cols., 2020).



1.5 Problematicas de la deteccién y alternativas

Durante el primer semestre de 2020, los esfuerzos por lograr la deteccién rapida del virus llevaron
a un quiebre en el stock de reactivos, insumos y a la saturacién de los laboratorios capaces de
procesar las muestras a nivel mundial (Pabbaraju y cols., 2020). Localmente no seria muy
diferente. A modo de ejemplo, el diario La Tercera informaria el dia 12 de mayo de 2020: “Quiebre
de stock nacional de reactivo para PCR y clinicas suspenden examen por “problemas de capacidad

”n

técnica” (La Tercera, 2020). El problema de la ausencia de reactivos no solo tiene efectos
logisticos y sanitarios en la deteccidn de potenciales pacientes infectados con SARS-CoV-2 (y con
esto el aislamiento con el fin detener la propagacién de dicho virus), sino también en el testeo de
otro tipo de infecciones, como las ITS (infecciones de transmisién sexual), respiratorias,
nosocomiales y parasitarias (American Society for Microbiology, 2021). Ademds, a esta

problematica se le suma que la toma de decisiones de politicas publicas para enfrentar la

pandemia, recae principalmente en los parametros sanitarios (Canals, 2020).

Debido al desabastecimiento de suministros, inicialmente fue necesario priorizar o jerarquizar
quiénes debian tener prioridad para la realizacidén del testeo. Esto generd que se emplearan
distintas alternativas para la realizacién de RT-qPCR, como la compra de suministros de otros
proveedores y adaptacion de los insumos a la instrumentacién que cada laboratorio poseia o la
produccién local de reactivos (Pabbaraju y cols., 2020). Otra alternativa fue la optimizacion de los
reactivos y testeo, como la deteccidn directa sin extraccién de RNA (Beltran-Pavez y cols., 2020),
o bien, la mezcla de multiples muestras (creando asi un pool de muestras) para ir filtrando pools
negativos y positivos. En el caso que un pool arrojase un resultado positivo, se realiza el analisis

individual para cada muestra que conforma este grupo (Pabbaraju y cols., 2020).

Al momento de la llegada del SARS-CoV-2 a Chile, solo existian 12 laboratorios clinicos capaces de
realizar RT-gPCR (Colegio Médico de Chile, 2020) y esta capacidad aumentd a 65 laboratorios para

el dia 30 de abril de 2020. Este aumento se debid a la creacién de la denominada “Red Integrada



de Salud”, la que incluye servicios de salud y universidades privadas y publicas (o estatales)

(Ministerio de Salud, 2020c).

Dado que existe la necesidad o la oportunidad de buscar alternativas al RT-qPCR, este proyecto
nace con el propdsito de desarrollar y adaptar las condiciones para la generacidon de un protocolo
alternativo de deteccion de RNA, que sea independiente de transcriptasa inversa y DNA
polimerasa y, por ende, de los reactivos necesarios para la realizacion de RT-qPCR. Ademas, se
pretendera generar un método isotérmico y de facil implementacién, sin la necesidad de
instrumentacion sofisticada y que no resulte laboriosa su realizacidn. Este método se basa en el

empleo de la tecnologia de aptdmeros inductores de fluorescencia (aptasensores fluorescentes).

1.6 Fundamentos del método propuesto

La tecnologia de aptameros consiste en polimeros de DNA o RNA pequefios o relativamente
cortos, de una sola hebra, cuya secuencia y su compleja estructura terciaria, permite unir
moléculas blanco especificas con alta selectividad y afinidad (Adachi y Nakamura, 2019). Se ha
informado que pueden unir o reconocer un amplio espectro de blancos, desde moléculas
pequefias como sales y metales, biopolimeros como proteinas u otros como RNA; reconocer
particulas virales o incluso unirse a células bacterianas, cancerigenas o bien ser tejido especificos
(Ningy cols., 2020). Debido a su amplia gama de blancos es que se han propuesto como potencial
alternativa frente a los anticuerpos y aplicaciones en clinica e investigacion como el transporte
de farmacos, cromatografia, deteccidon de biomarcadores, biosensores, e incluso en imagenologia
y diagnodstico debido a propiedades colorimétricas o fluorogénicas que presentan el complejo
formado entre el aptdmeros y su molécula blanco (Tan y cols., 2011; Vazquez-Gonzdlez y Willner,
2021). Tal es el caso del aptamero de verde de malaquita (MGA), el cual fue uno de los primeros
aptdmeros inductores de fluorescencia descritos en la literatura (Grate y Wilson,
1999; Babendure y cols., 2003). Este corresponde a un aptamero RNA de 38 nt que tiene como
blanco el catidon verde de malaquita, pigmento organico perteneciente a la familia de los

trifenilmetanos empleado como antifungico y antiséptico en la industria de la acuicultura y para



tinciones en la industria textil (Peréz-Estrada y cols., 2008) (Figura 1A). Si bien inicialmente MGA
fue seleccionado mediante evolucién sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial
(SELEX) con el fin de ser utilizado como un inhibidor de la expresién génica a nivel
post-transcripcional inducido por laser (Grate y Wilson., 1999), posteriormente se demostré que
el complejo formado entre el verde de malaquita y el MGA aumenta la fluorescencia del verde de

malaquita unas 2000 veces.

La unién del verde de malaquita a su aptamero ocurre por insercion de los grupos aromaticos
N,N-dimetilaminofenil entre el apareamiento de bases formado por los nucleétidos C7-G29 y
G8-C28 en un Jloop asimétrico compuesto por una tétrada conformada por las bases
G24-A31-G29-C7, el que genera el bolsillo de unién (donde la interaccion G24-A31 conectan las
caras del surco mayor y menor). Los nucledtidos de conexién (A9, U25, A30) interaccionan por
encima y por debajo del anillo fendlico para completar el bolsillo de unién (Baugh y cols., 2000;
Flinders y cols., 2004; Santosh y Yadav, 2014; NDB ID: 1Q8N) (Figura 1B-C). El verde de malaquita
libre presenta muy bajo nivel de fluorescencia, ya que libera la energia acumulada por un proceso
de desexcitacion vibracional debido a la flexibilidad que le otorga la unién de sus anillos
aromaticos al centro de carbono. En cambio, cuando éste forma el complejo con el MGA, el
bolsillo de unién impide la rotaciéon de los anillos, formando una estructura planar que cuando es
excitada, libera la energia acumulada en forma de fluorescencia cercana al rojo en el espectro
electromagnético, con una longitud de onda maxima de emisién (Amax) de 650 nm

(Babendure y cols., 2003).


http://ndbserver.rutgers.edu/service/ndb/atlas/summary?searchTarget=1Q8N
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Figura 1. Esquema de las estructuras del verde de malaquita, aptamero y bolsillo de unién. Para
cada uno de los esquemas se destacan los nucleétidos fundamentales para la formacidn del bolsillo
de union: tétrada C7-G29-G24-A31 (naranjo), G8-C28 es el sitio de intercalamiento (verde) y A9, U25,
A30 (violeta) nucledtidos de conexidn. Para el caso de las estructuras en dos dimensiones las lineas
azules representan apareamiento Watson-Crick. A) Estructuras esquematicas del cation de verde de
malaquita (2D y 3D) y estructura secundaria predicha del aptdamero de verde de malaquita.
B) Representacién en 2 dimensiones de la unidn del verde de malaquita a su aptdmero en el bolsillo
de unidn. C) Representacidon en 3 dimensiones del verde de malaquita inserto en el bolsillo de unién
en base al cristal reportado en Baugh y cols (2000). Las estructuras predichas fueron modeladas
utilizando el programa Structure Editor 1.0 (Mathews Labs) y las representaciones tridimensionales
utilizando el programa ChimeraX 1.1. Estructuras basadas en la informacion de los articulos
publicados por Baugh y cols. (2000) y Santosh y Yadav (2014) y estructura en solucion del apatamero
de verde de malaquita (PDB ID: 1Q8N).
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El afio 2018, Ying y cols. propusieron una metodologia que permite producir aptdameros MGA
solamente en presencia de RNA pequefios. El método se basaba en la generacién de un templado
que codifique el aptdmero de verde de malaquita, y que sea sustrato para la enzima RNA
polimerasa T7. El templado solo puede ser formado en presencia de la secuencia blanco que se
busca detectar mediante la ligacién de oligonucledtidos especificos. Este proceso comprende dos
etapas: ligacidn entablillada de oligonucledtidos de DNA especificos y una posterior transcripcion
in vitro; Ying y cols., 2018). La primera etapa es conocida como ligacién entablillada, dado que en
ella una pareja de oligonucledtidos se liga solamente si hibridan con un acido nucleico, el cual
acerca los extremos de los dos oligonucledtidos (Figura 2), al igual que una tablilla acerca los
extremos de un hueso roto. Para ello se emplea la DNA ligasa PBCV-1 o del virus Chlorella
(comercialmente conocida como SplintR® ligasa, Figura 2). Esta enzima liga los extremos de DNA
contiguo, siempre y cuando se encuentren hibridando con otra hebra, ya sea formando un hibrido
DNA-DNA o RNA-DNA (Lohmany cols., 2014). Para esto, se selecciona la secuencia de RNA blanco
y se diseflan dos oligonucledtidos de DNA que hibriden contiguamente formando un
héteroduplex. Basados en la hebra a ligar, rio arriba del sitio de ligacién se encuentra el promotor
de la RNA polimerasa del fago T7, mientras que rio abajo de este sitio se encuentra el gen que
codifica el aptdmero de verde de malaquita (MGA). Se realiza la hibridacion llevando la muestra
y los oligonucleétidos a 95°C y enfriando rapidamente. Una vez realizada la hibridacién, la enzima
SplintR® DNA ligasa realiza la ligacidn entablillada, la que ocurre solamente si esta formado el
héteroduplex. De este modo, se obtiene como producto de ligacién un DNA que codifica el
aptamero de verde de malaquita controlado por el promotor de Ia

RNA polimerasa T7 (Wee y Trau, 2016; Ying y cols., 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de reaccion de ligacion entablillada de oligonucleétidos especificos. Se
esquematiza la primera etapa del método, donde los oligonucledtidos T7T (violeta) y MGA (verde)
hibridan con la secuencia de RNA blanco (roja) y ambos oligonucledtidos poseen parte de la secuencia
complementaria a la region de empalme (amarilla). Posteriormente la ligacién entablillada es
catalizada por la enzima SplintR DNA ligasa, obteniéndose, asi como producto de ligacion el transcrito
regulado por el promotor T7 que codifica el aptamero de verde de malaquita. Esquema basado en el
articulo publicado por Ying y cols. (2018).

La segunda etapa corresponde a la transcripcién in vitro (TIV) catalizada por la enzima RNA
polimerasa T7, la cual es una enzima proveniente del fago T7 que cataliza todos los pasos de la
transcripcion (iniciacién, elongacién y terminacién), sin requerir la ayuda de proteinas activadoras
(Tabor, 1990). La RNA polimerasa T7 es una enzima muy activa y altamente selectiva para el
reconocimiento de su promotor (PT7), el cual corresponde a una secuencia conocida de 23 pb,
gue fue identificada en base a los genes codificados en el genoma del fago. Si bien la enzima
puede reconocer la secuencia del promotor en una hebra simple, solamente es eficiente cuando
la regién del promotor corresponde a un DNA de doble hebra (Sousa y Mukherjee, 2003). Debido
a esto es que al producto de ligacién se le afiade la hebra complementaria del promotor T7 (PT7)
para asi formar un promotor doble hebra funcional para que la transcripcidn in vitro sea catalizada
con alta eficiencia. Finalmente, una vez terminada la transcripcion y cuyo producto corresponde
al aptamero de verde de malaquita, se le aflade la sal de verde de malaquita y se mide la
formacién del complejo a través de técnicas fluorimétricas (Ying y cols., 2018) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de reaccion de transcripcion in vitro y produccion del aptamero fluorescente de
verde de malaquita. Al producto de ligacion se le afiade el oligonucledtido PT7 (violeta) el cual posee
la secuencia complementaria al promotor a la regién T7T para asi formar el promotor T7 doble hebra
funcional. La RNA polimerasa T7 reconoce este promotor e inicia la transcripcién in vitro,
obteniéndose asi copias del aptamero de verde de malaquita. El aptdmero une el verde de malaquita
y al ser excitado a 610 nm el complejo emite fluorescencia a 655 nm. Figura basada en el esquema
publicado por Ying y cols. (2018).

Si bien Ying y cols (2018) demostraron la factibilidad del uso de esta técnica para la deteccién de
RNA pequeiios utilizando verde de malaquita, dicho protocolo comprende una etapa de
purificacion del aptamero generado posterior a la transcripcidn in vitro. Esta etapa adicional,
extiende los tiempos de procesado, aumenta el precio por reaccién y resulta mas laborioso.
Ademas, el limite de deteccién de su método es muy alto como para ser utilizado para la
deteccion de genomas virales en muestras clinicas. En este proyecto se propone que la
estandarizacion e implementacion de este método puede proporcionar una alternativa potencial
para la deteccion de RNA gendmico de SARS-CoV-2 en muestras clinicas. Por ello, el principal
objetivo de esta memoria de titulo es adaptar el método propuesto por Ying y sus colaboradores,
para desarrollar un método de deteccion de SARS-CoV-2 que sea independiente de los reactivos
utilizados para el RT-qPCR. Esto con el fin que resulte sencillo de implementar y que permita a los
laboratorios disponer un método alternativo en caso que se produzcan nuevos problemas en el

acceso a reactivos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis

“La ligacidn entablillada de oligonucledtidos especificos para la produccién de un templado que
codifique el aptdmero de verde de malaquita y su produccion mediante transcripcion in vitro

presenta una alternativa de deteccién de RNA de SARS-CoV-2 en condiciones isotérmicas”.

2.2 Objetivo general

Implementar un método de deteccién de RNA gendmico de SARS-CoV-2 basado en la produccién
del aptamero de verde de malaquita mediante ligacion entablillada de oligonucledtidos

especificos y posterior transcripcion in vitro.

2.3 Objetivos especificos

-Estandarizar las condiciones de reaccion de transcripcidn in vitro catalizada por la RNA
polimerasa T7, para la produccién del aptdmero de verde de malaquita empleando un DNA

modelo.

-Estandarizar las condiciones de reaccion de ligacién entablillada de oligonucleétidos especificos

de DNA para la formacién del templado que codifique el aptamero de verde de malaquita

utilizando un RNA modelo que imite el genoma de SARS-CoV-2 como secuencia blanco.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

De Agilent se obtuvo: Pag 5000 DNA polimerasa.

De Fermentas se obtuvo: Acido etilendiamino-tetraacético (EDTA) 0,5 M.

De Integrated DNA Technologies (IDT) se obtuvo: oligonucledtido de DNA “PT7”, RNA sintético

“gRNA-nsp9-mimic”.

De invitrogen se obtuvo: Agua libre de nucleasas Ultrapure™, ditiotreitol (DTT) 0,1 M, inhibidor

de RNasas RNaseOUT 40 U/ul, tincién de acidos nucleicos en gel SYBR™ Gold, TRIzol™.
De Macrogen Korea se obtuvo: Oligonucleétidos de DNA “Ctrl-(+)-MGA-T7T”, “MGA-nsp9” y

“T7T-nsp9”

De Merk se obtuvo: Acetato de amonio (AcONHa4), acrilamida, bis-acrilamida, cloroformo, cloruro

de potasio (KCl), etanol, isopropanol.

De New England Biolabs (NEB) se obtuvo: NTPs 25 mM c/u, RNA polimerasa T7, SplintR® DNA

ligasa.

De  Sigma-Aldrich _se  obtuvo: oxalato de verde de malaquita (MGOx),

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), persulfato de amonio (PSA).

De Thermofisher se obtuvo: Estdndar de peso molecular de DNA Generuler Low Range y 100bp

Plus, colorante de carga en gel para DNA 6X.

De USBiological se obtuvo: acido bérico, cloruro de verde de malaquita (MGCI), EDTA sal disddica.

3.2 Disefio de oligonucledtidos

3.2.1 Disefio de RNA sintético

Para el disefio del RNA sintético utilizado como secuencia blanco para la estandarizacién de la
reaccion de ligacidn entablillada, se tomdé como referencia las secuencias blancos utilizadas para

la deteccion de SARS-CoV-2 mediante RT-gPCR informadas por el Institut Pasteur.
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Especificamente, se utilizo la regién flanqueada por el par de partidores nCoV-1P2 (Cormanyy cols.,
2020). Finalmente, se selecciond la secuencia que comprende los nucleétidos 12682-12707 del
genoma de SARS-CoV-2 (GenBank ID: MT358402), partiendo en el codéon 4142 del gen ORF1lab,
especificamente dentro de la regidon que codifica la proteina Nsp9. Se denomind a esta

construccion “gRNA-nsp9-mimic” (Tabla 1).

3.2.2 Disefio de oligonucledtidos de DNA

Se disefiaron dos oligonucledtidos de DNA con parte de la secuencia complementaria al RNA
blanco sintetizado, de tal forma que cada oligonucledétido hibridara con un igual nimero de bases
formando parte de este apareamiento DNA-RNA y que ambos oligonucleétidos hibridaran

contiguamente.

El primer oligonucledtido, se denomind “MGA-nsp9”, fue disefiado de modo que rio abajo del
sitio de ligacidn posea la secuencia que codifica el aptdmero de verde de malaquita basada en la
secuencia informada por Grate y Wilson (1999) con la siguiente modificacidn: al extremo 5’ se le
afadieron dos nucledtidos (5’-GC...) que podrian aparearse con los ultimos 2 nucledtidos
correspondientes a la secuencia seleccionada del gen nsp9 en el transcrito, similar a lo informado
por Yings y cols (2018). La estructura secundaria predicha del transcrito esperado en base a la
construccion disefiada fue calculada y evaluada utilizando el servidor RNAfold
(Gruber vy cols., 2008; Lorenz y cols., 2011) y comparada con respecto a la estructura secundaria
predicha en base a la secuencia informada por Grate y Wilson (1999) y el cristal
reportado (Baughy cols., 2000). Estos analisis sugirieron que la estructura secundaria del

aptamero no se veria alterada (Figura 4).
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Figura 4. Comparacidon de las estructuras secundarias predichas para el aptamero de verde de
malaquita y transcrito esperado. Las estructuras predichas fueron modeladas utilizando el programa
Structure Editor 1.0 (Mathews Labs). A) Estructura secundaria correspondiente al aptamero de verde
de malaquita informada por Grate y Wilson (1999). B) Estructura secundaria predicha para el
transcrito esperado posterior a la transcripcion in vitro del producto de ligacidn. En rojo se sefialan
los nucledtidos afadidos desde +1 de transcripcion provenientes del oligonucleétido T7T-nsp9, en
amarillo se sefala la secuencia correspondiente al sitio de empalme (gen nsp9), en verde se sefiala la
secuencia correspondiente al aptamero de verde de malaquita de Grate y Wilson (1999) y en fucsia
se sefala los nucledtidos anadidos a la secuencia. Las lineas azules corresponden al apareamiento
Watson-Crick o Wobble.

Al oligonucledtido restante, al cual se denomind “T7T-nsp9” (T7 Template), se le aiadid rio arriba
de la hebra a ligar la secuencia del promotor de la RNA polimerasa T7 informada por Martin y
Coleman; (1987), afiadiendo un nucleétido entre dicha secuencia y el sitio de empalme. Este
oligonucledtido debe poseer su extremo 5’ fosforilado tal como es requerido para el caso del DNA
en la reaccion de ligacién, segun lo indicado por el fabricante de la DNA ligasa SplintR utilizada en

este trabajo (NEB) (Tabla 1).

Como control positivo de transcripcion, se disefié también un oligonucledtido de DNA que posee

la secuencia de ambos oligonucledtidos previamente descritos (MGA-nsp9 y T7T-nsp9)
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correspondiente al producto de ligacién esperado (Tabla 1). Este oligonucleétido fue denominado
“Ctrl-(+)-MGA-T7T” y posee la secuencia complementaria completa del sitio de hibridacién, rio
arriba la secuencia que codifica el MGA vy rio abajo la secuencia del promotor de la

RNA polimerasa T7.

Para formar un promotor doble hebra de la RNA polimerasa T7, se sintetizé un oligonucleétido
con la secuencia complementaria a la regién correspondiente al promotor de la RNA polimerasa

T7 en el oligonucleétido T7T-nsp9, al cual se denomind “PT7” (promotor T7) (Tabla 1).

Con el fin de confirmar mediante PCR la obtencién de producto de ligacién, se disefié una pareja
de partidores que hibrida zonas que flanquean el sitio de ligacion esperado y localizado en los
extremos 3’ de cada hebra de DNA, denominados “LG_MGA_FW” al partidor directo y
“LG_T7T_RV” al partidor inverso (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en ligacion entablillada, transcripcion in vitro y PCR
convencional.

Nombre Secuencia Molécula Nucleétidos
gRNA-nsp9-mimic  5-AAUGAGCUUAGUCCUGUUGCACUACG-3’ RNA 26
5’-GCGGATCCATTCGTTACCTGGCTCTCGCCAGT
MGA-nsp9 CGGGAT DNA 54

CCGCGTAGTGCAACAG-3’
5’-POs-
T7T-nsp9 GACTAAGCTCATCCTATAGTGAGTCGTATTA DNA 38
CATATGT-3
5’_
GCGGATCCATTCGTTACCTGGCTCTCGCCAGTCG
Ctrl-(+)-MGA-T7T GGAT DNA 92

CCGCGTAGTGCAACAGGACTAAGCTCATCCTATA
GTGAGTCGTATTACATATGT-3’

PT7 5’-ACATATGTAATACGACTCACTATAGG-3’ DNA 26
LG_MGA_Fw 5'-GCGGATCCATTCGTTACCTG-3 DNA 20
LG_T7T_Rv 5'-ACATATGTAATACGACTCACTATAGG-3' DNA 26
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3.3 Ligacion entablillada

El protocolo de ligacion entablillada se basé en lo propuesto por Ying y cols. (2018). Brevemente,
se prepard y mantuvo en hielo la siguiente mezcla: MGA-nsp9 200 nM, T7T-nsp9 200 nM,
gRNA-nsp9-mimic 10 nM o 20 nM (segin corresponda), tampdén de hibridaciéon 1X
(Tris-HCI 3,5 mM, KCI 17,5 mM, EDTA 35 uM) o agua libre de nucleasas (H2.Own). Una vez
preparadas, las mezclas fueron incubadas a 95°C durante 3 minutos e inmediatamente colocadas

en hielo donde se dejaron enfriar.

Una vez enfriadas las muestras se les afnadié 1 ul de SplintR 10X Reaction Buffer (NEB) y 2 ul de
SplintR DNA ligasa (NEB) por cada 7 ul de mezcla. Los controles negativos de ligacion (Ctrl(-)uig)
corresponden a la mezcla de ligaciéon donde el volumen utilizado por el RNA sintético que imita
el genoma viral (gRNA-nsp9-mimic) es reemplazado por un volumen equivalente de H,O.
Adicionalmente, se prepard como control positivo de la transcripcion (Ctrl(+)mv), una mezcla
similar a la mezcla de reaccion para cada experimento donde se reemplazaron los
oligonucleétidos MGA-nsp9 y T7T-nsp9 por el oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T a concentracion
de 200 nM. Esta mezcla se sometid a los mismos procedimientos que las muestras experimentales
y controles negativos. En los casos en que haya sido necesaria la adicion o ausencia de algun
reactivo, el volumen correspondiente fue descontado o completado con volimenes de H,Ou,
segln corresponda. Para los casos en que la concentracién de algun reactivo fue modificada para
su estudio, se prepararon soluciones madres, de modo que variara la concentracién del reactivo
sin alterar el volumen de la mezcla de reaccion. Por ejemplo, en los experimentos donde la mezcla
de ligacion no contuvo tampdn de hibridacion, este volumen fue reemplazado con H;Oun. En este
caso, no se realizd la etapa de hibridacién a 95°C durante 3 minutos, preparando asi la mezcla

completa de 10 pl.

Una vez preparadas las muestras, se realizé la reaccion de ligacion entablillada en el termociclador
Eppendorf® Mastercycler Personal, incubando durante 1 hora a 37°C. Salvo para el caso exclusivo

donde se tested las siguientes temperaturas 25°C, 30°C, 37°C en paralelo. Para este experimento
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la reaccion fue realizada en el termociclador Axygen® Maxigene Il. Finalmente, la ligacién se
detuvo incubando la mezcla a 95°C durante 10 minutos. En las Tablas 2 y 3 se presentan a modo

de ejemplo los protocolos utilizados en este trabajo.

Tabla 2. Protocolo A de ligacidon entablillada y preparacion de la mezcla de reaccion cuando se
incluyd la etapa de hibridacidn.

Concentracion

Componentes de la reaccion  gRNA-nsp9-mimic Ctrl(-)uc Ctrl(+)nv Final
Ctrl-(+)-MGA-T7T 2 uM - - 1,0 pl 200 nM
MGA-nsp9 2 uM 1,0 ul 1,0 ul - 200 nM
T7T-nsp9 2 uM 1,0 ul 1,0 ul - 200 nM
gRNA-nsp9-mimic*
66,666 nM ;g Z%
-133,333 nM
-1,3 uM 1,5 pl - 1,5 pl 200 vt

S H K1 K 20 nM con 40

-133,333 nM con 2,666 ug de

RNA total humano ng/ul de RNA

total humano

Tampdn de Hibridacion (Tris- ;&Srg 13;55
HCl 10 mM, KCl 50 mM, EDTA 3,5 ul 3,5 pl 3,5 ul ’mM, ’
0,1 mM) EDTA 35 uM
H2Own - 1,5 ul 1,0 ul

Hibridacion a 95°C durante 3 minutos**
SplintR 10X Reaction Buffer 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1X
SplintR DNA ligasa 10,5 uM 2,0 ul 2,0 ul - 2,1 uM
H20un - - 2,0 ul -
Total 10 10 10 pl -

*En rojo y cursiva se indica la variacidon de concentraciones en las soluciones madres y su respectiva
concentracion final y que no necesariamente fueron utilizadas en paralelo en un mismo experimento.
** La etapa de hibridacién se realizd utilizando los 7 pl indicados hasta antes de ese punto.
Posteriormente, y siempre en hielo, se afiadid el resto de los reactivos indicados hasta completar los
10 ul para luego realizar la ligacién entablillada.
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Tabla 3. Protocolo B de ligacion entablillada y preparacion de la mezcla de reaccidn sin la etapa de
hibridacion.

Componentes de la reaccion gRNA-nsp9-mimic  Ctrl(-)uc Ctrl(+)nv Concentracién Final

Ctrl-(+)-MGA-T7T 2 pM - - 1,0 pl 200 nM

MGA-nsp9 2 uM 1,0 pl 1,0 pl - 200 nM

T7T-nsp9 2 uM 1,0 ul 1,0 ul - 200 nM

gRNA-nsp9-mimic 133,333 nM 1,5 ul - 1,5 ul 20 nM

SplintR 10X Reaction Buffer 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1X

- - "

?f(/)/gtzl\leA ligasa 21uM
2,0 ul 2,0 pl - -1,05 uM

5,25 UM 525 nM

-2,17 5uM

H,Owy 3,5ul 5,0 ul 6,5 pl -

Total 10 10 10 pl -

*En rojo y cursiva se indica la variacidén de concentraciones en las soluciones madres y su respectiva
concentracion final y que no necesariamente fueron utilizadas en paralelo en un mismo experimento.

3.4 PCR convencional y electroforesis en gel de poliacrilamida

La reaccién de PCR convencional se realizé utilizando como templado una alicuota
correspondiente a cada uno de los productos de ligacion entablillada obtenidos, incluidos los
controles Ctrl(+)nv y Ctrl(-)ue. En el caso del control negativo de PCR, el volumen de templado es
remplazado por H;O. La reaccién se realizd en el termociclador Eppendorf® Mastercycler
Personal, utilizando la siguiente mezcla de reaccidn (Tabla 4) y programa de temperaturas que se
detalla en la Tabla 5:

Tabla 4. Mezcla de reaccidn utilizada para reacciones de PCR.

Componentes de la reaccion Volumen Concentracion Final
Producto de ligacion (templado) 0,5 ul -
LG_MGA_FW 10 uM 0,2 pl 200 nM
LG_T7T_RV 10 uM 0,2 pl 200 nM
dNTPS 10 mM c/u 0,2 ul 0,20 mM c/u
Buffer 10X Paq 5000 1,0 ul 1X
H.0 7,7 ul -
Paq 5000 (DNA pol.) [5 U/uL] 0,2 ul 0,10 U/l
Volumen Final 10 -
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Tabla 5. Programa de temperaturas utilizado para los PCR de confirmacidn de ligacién.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 2 min 1 ciclo
95°C 20s
52°C 20s 35 ciclos
72°C 30s
72°C 2 min 1 ciclo
4°C @ -

Los productos de PCR fueron resueltos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Se
prepard el gel de 1,5 mm de espesor con las siguiente concentraciones finales: poliacrilamida 10%
(proporcién de acrilamida:bisacrilamida 19:1), tampdn TBE 0,5X (45 mM Tris, 45 mM borato,
1 mM EDTA), PSA 0,085%, TEMED 0,171% v/v. La electroforesis se realizd utilizando como
tampon de corrida TBE 0,5X. El gel fue pre-corrido a 135 Volts durante 20 minutos.
Paralelamente, se mezclaron 10 pl de cada muestra de PCR con 2 ul de solucién de carga para
DNA 6X (concentracion final 1X) para luego cargarlos en el gel pre-corrido. Como estandar de
peso molecular para DNA se utilizdé GeneRuler 100 bp Plus (100-3000 pb) y/o GeneRuler Low
Range (25-700 pb). Se realizd la electroforesis durante 1 hora y 15 minutos a 135 Volts y
posteriormente se tifid el gel con una diluciéon 1/10.000 de SYBR™ Gold 10.000X en tampdn
TBE 0,5X durante 30 minutos. Finalmente, el gel fue fotografiado sobre un transiluminador UV
con una camara digital Olympus modelo C-5060 utilizando el programa Doc-It 2.4.3 (UltraViolet

Products) y una exposicién de 1 segundo.

3.5 Transcripcidn in vitro

A lo largo de esta memoria se utilizaron dos protocolos de transcripcion in vitro, uno destinado a
la estandarizaciéon de la TIV (protocolo TIV-A) y otro destinado a la transcripcién de productos de
ligacién (protocolo TIV-B). En ambos protocolos, la reaccién de transcripcidn in vitro tiene una
composicion similar, la que fue preparada con las siguientes concentraciones finales:
oligonucleétido PT7 500 nM, cloruro de verde de malaquita 10 uM, T7 RNApol reaction buffer
10X (NEB) 1X, RNA polimerasa T7 (NEB) 100 U, DTT 1 mM, inhibidor de RNasas RNaseOUT 0,5 U,
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NTPs 7,5 mM c/u y H,0n v mezcla de pseudoligacién 20 nM en funcidn al templado de DNA
Ctrl-(+)-MGA-T7T o dilucion 1:10 de producto de ligacidn, para un volumen final de 20 ul (Tabla 6).
Se decidié nombrar como “mezcla de pseudoligacién” ya que esta mezcla contiene todos los
reactivos necesarios para la ligacion entablillada, exceptuando la enzima SplintR DNA ligasa, pero
no se realizé esta reaccidén. Ademads, se remplazan los oligonucledtidos MGA-nsp9 y T7T-nsp9 por

la construccion Ctrl-(+)-MGA-T7T.

Tabla 6. Preparacién de la mezcla de reaccién de transcripcion in vitro.

Producto
. ..y I-(+)-MGA-T7T P
Componente de la reaccion de ligacién Ctrl-(+)-MG ° Ctrl(-)nv  Concentracidn final
ctrl(-l-)‘nv
o Ctr|(-)|_|G
Mezcl ligacid I-(+)-MGA-T7T
ezcla de pseudoligacion ) 204l 204l Ctrl-(+)-MG
(Ctrl-(+)-MGA-T7T 200 nM) 20 nM
Producto de Ligacidn 2,0 ul - - -
PT7 *
-20 uM -1000 nM
-15 uM -750 nM
10 uM 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 500 nM
-5um -250 nM
-2 uM -100 nM
10X RNA Pol Reaction Buffer 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul 1X
DTT (20 mM) 1,0 ul 1,0ul 1,0ul 1mM
Inhibidor RNasas(40 U/pul) 0,25 pl 0,25 pl 0,25 pl 0,5 U/l
NTPs (10 mM c/u) 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 0,75 mM
T7 RNA Pol 50000 U/ml 2,0 ul 2,0 ul - 5000 U/ml
H.Oun 6,25 }J.l 6,25 }J.l 8,25 |J.|
H *
Verde de malaquita 10 uM
-50 um 4,0 ul 4,0 ul 4,0 ul 20 uM
-100 uM H
Vol Final 20 20 20

*En rojo y cursiva se indica la variaciéon de concentraciones en las soluciones madres y su respectiva
concentracién final y no necesariamente fueron utilizadas en paralelo en un mismo experimento.
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Protocolo TIV-A: para la estandarizacion de la reaccion de transcripcion in vitro se utilizé el
oligonucleétido de DNA Ctrl-(+)-MGA-T7T como templado. Este oligonucleétido se encontraba a
200 nM en una mezcla previamente preparada o mezcla de “pseudoligacién”, la cual contenia
todos los reactivos necesarios para la realizacién de la ligacién entablillada a excepcion de la
enzima SplintR DNA ligasa y los oligonucledtidos MGA-nsp9 y T7T-nsp9 (volumen reemplazado
por H,Own), salvo en el caso en que fue necesario ocupar concentraciones crecientes de
oligonucledtido T7T-nsp9. Finalmente, los controles negativos de transcripcion (Ctrl(-)mv) se
prepararon de igual manera que la mezcla de reaccidn, pero éstos no incluian la RNA polimerasa

T7, volumen que fue reemplazado por H2On.

Protocolo TIV-B: para el caso de la TIV de productos de ligacidn se utiliz6 como templado una
alicuota de cada una de las muestras sometidas a ligacion entablillada (incluidos los controles
Ctrl(-)us y Ctrl(+)nv) y donde el Ctrl(-)nv, esta vez fue preparado utilizando como templado una
alicuota proveniente del Ctrl(+)nv pero sin la adicién de RNA polimerasa T7. La muestra Ctrl(+)nv
es utilizada como control positivo, ya que este control desde un inicio fue preparado en la mezcla
de pseudoligacién, pero a diferencia de la estandarizacion de la TIV, éste es sometido a todo el

tratamiento de ligacion.

En los casos en que es necesaria la adicién o ausencia de algun reactivo, dicho volumen fue
descontado o completado respectivamente con volimenes de H,On. Todas las variaciones de la
concentracion de alguno de los componentes de la mezcla de reacciéon general, siempre
realizaron variando un solo reactivo por experimento y dejando el resto de los reactivos a
concentraciones fijas. Para los casos en que la concentracion de algun reactivo fue modificada
para su estudio, se prepararon soluciones madres de tal modo que lo variable fuera la
concentracion del reactivo y no el volumen utilizado para la preparacién de la mezcla de reaccién.
Para los casos en que fue necesaria la adicién de algun reactivo posterior a la preparacién de la
mezcla de reaccidn (con esto aumentando el volumen de reaccion, el cual en dichos casos siempre
fue 25 pl), se utilizé una segunda muestra como control de volumen, en la que se iguald el nuevo

volumen con agua H,O.n en vez del reactivo anadido. Todas las mezclas de reaccion y las muestras
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fueron preparadas y distribuidas a tubos de PCR de 0,2 ml mantenidas en hielo o en su defecto,
en placas de PCR de fondo cénico de 96 pocillos (Axygen) cuando fue necesario realizar ensayos

cinéticos de transcripcion.

La reaccion de transcripcion in vitro fue realizada a 37°C y en los casos en que ésta se llevara a
cabo en tubos de PCR de 0,2 ml, la incubacion se llevé a cabo en un termociclador Eppendorf®
Mastercycler Personal. De forma alternativa, si la reaccion se efectud en placas de PCR, ésta fue
realizada en el lector de placas Tecan® Infinity 200 PRO. Para ambos casos, la reaccion se llevd a
cabo durante al menos 2 horas, segln se indica en la seccién de resultados. En los casos en que
fue necesario, una vez finalizado el tiempo de reaccidn, la mezcla fue traspasada de los tubos de

PCR de 0,2 ml a placas de 96 pocillos para la medicién fluorimétrica.

3.6 Mediciones fluorimétricas

Todas las mediciones fluorimétricas se realizaron en un lector de placas Tecan® Infinity 200 PRO
utilizando el programa i-control 1.2 del proveedor y utilizando placas transparentes de PCR de 96
pocillos con fondo cénico (Axygen). Los pardmetros de medicién fueron a A=610 nm para la
excitacion con un ancho de banda de 9 nm y A=655 nm para la emision con un ancho de banda
de 20 nm, 15 flashes con un tiempo de establecimiento de 0 ms, tiempo de integracién de 50 ps
y 0 ms de tiempo de retardo. Las mediciones se realizaron haciendo incidir el flash en el centro
del pocillo. En el caso de las cinéticas de transcripcidn in vitro la reaccidn se incubd a 37°C en el
lector de placas sin agitacion durante el tiempo indicado en cada experimento, con mediciones
cada 10 o 15 minutos. En estos casos, las placas fueron cubiertas utilizando tapas dpticas para
tubos de gPCR de modo de evitar la evaporacion del agua. Para independizar los valores brutos
de los efectos de la ganancia utilizada en cada la medicién, ya que se debid utilizar distintas
ganancias para el caso de mediciones puntuales y cinéticas de transcripcion, se normalizaron los

datos promedio respecto al promedio del control positivo Ctrl(+)mv.
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3.7 Extraccidn de RNA total humano

La muestra de sangre se obtuvo de un voluntario, el cual fue seleccionado utilizando los siguientes
criterios de inclusidn: ser mayor de 18 afios y no presentar sintomas de COVID-19. A demas
presentar alguna patologia o afeccion diagnosticada se utilizdé como criterio de
exclusién (Anexo 1). El RNA se purificéd utilizando el método descrito por Lui y cols. (2015).
Brevemente, la muestra de sangre humana se colecté en un tubo vacutainer con EDTA como
anticoagulante y se invirtié el tubo en 10 ocasiones. Posteriormente se tomd una alicuota de 1 ml
de muestra y se transfierid a un nuevo tubo. A la muestra de sangre humana se le afadid
3 volumenes de TRIzol™ y se realizo la lisis celular mediante pipeteo repetido. Posteriormente, la
muestra fue sometida a vortex hasta que el lisado se tornd homogéneo. La muestra se centrifugd
durante 5 minutos a 12000 x g a 4°C, y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo, incubando
a temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir la correcta disociacién de los complejos
nucleoprotéicos. Posteriormente, se afadid 0,2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol™
utilizado, se mezclé por inversidén y se incubd durante 3 minutos a temperatura ambiente. La
muestra se centrifugd por 15 minutos a 12000 x g a 4°C. La fase acuosa (incolora) se transfirid a
un nuevo tubo, al que se afiadié 0,5 ml de isopropanol por ml de TRIzol™ utilizado. La mezcla se
incubd 10 minutos a 4°C y, posteriormente, se centrifugd 15 minutos a 12000 x g a 4°C para
precipitar el RNA. Luego, se descarté el sobrenadante con cuidado de no suspender el sedimento
formado. El sedimento se resuspendié en 1 ml de etanol 75% por cada mL de TRIzol™. Se mezcld
mediante vdrtex y se centrifugd durante 5 minutos a 7500 x g a 4°C. Luego, se descarté el
sobrenadante y se dejé evaporando el etanol residual durante 10 minutos. El sedimento se
resuspendié en 100 pl de HOun. Se cuantificd el RNA en un espectrofotdmetro de microplacas
Epoch Biotek, cargando 2 ul del RNA extraido y se realiz6 mediciones a A = 260 nm. Estos datos
fueron tratados por el programa Gen5 el cual calcula directamente la concentracién de RNA
aplicando en la ley de Lambert-Beer, utilizando el coeficiente de extincion promedio para RNA

paso optico corregido (Biotek, 2006).
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3.8 Tratamiento de datos y analisis estadisticos

3.8.1 Normalizacion de las mediciones fluorimétricas

Las mediciones fluorimétricas se realizarén en triplicado para cada condicién, y los resultados
brutos (entregados por el programa en unidades arbitrarias de fluorescencia, u.a.) se tabularon
en planillas de Microsoft Excel. Para independizar los valores brutos de los efectos de la ganancia
utilizada en cada la medicidn, luego de restar el blanco, todos los datos se normalizaron respecto
al promedio de Ctrl(+)nivo en su defecto Ctrl-(+)-MGA-T7T, obtenido a las 2 horas de iniciada la
TIV del experimento correspondiente (normalizador) y los valores fueron expresados como

porcentaje de fluorescencia relativa al normalizador o %FRN (Férmula 1):

Valor experimental

%FRN = 100 * (

Promedio del Normalizador) (1)
donde en la Férmula 1, el “valor experimental” corresponde al valor bruto de cada uno de
triplicados (no al promedio), incluido cada uno los valores de florescencia en triplicado asociados
al normalizador. Los datos normalizados de los triplicados fueron importados al programa
GraphPad Prism versidn 8.0.2, programa utilizado para el andlisis estadistico y generacién de
graficos. Los valores se graficaron con su respectiva desviacion estandar expresada en FRN(%).
Para el caso en que no se utilizé el oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T, se presentan los valores en

unidades arbitrarias de fluorescencia (u.a).
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3.8.2 Andlisis estadisticos

Para evaluar si presentaban o no distribucidn normal, se realizé la prueba de Shapiro-Wilk
(Shapiro y Wilk, 1965) a todos los datos. Como criterio de igualdad o diferencia entre varianzas se
empled la prueba F de Fisher. Aquellos datos que presentaron distribucién normal y varianzas
semejantes, se analizaron mediante t-test para datos no pareados y para datos que presentaron
distribucién normal y varianzas distintas, se examinaron mediante t-test con correccién de Welch
(Welch 1947). En cambio, los datos que no presentaron distribucion normal, al ser una muestra
pequeiia (n=3), fueron estudiados mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
(Mann y Whitney, 1947). Para analizar varios grupos de datos cuya distribucién era normal y sus
varianzas semejantes, se utiliz6 ANOVA de una via y posterior test de Dunnett para
comparaciones multiples (Dunnett 1964). Los valores de p < 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

Como se menciond en la introduccidn, en este trabajo se propuso el uso de la ligacién entablillada
acoplada a la generacidn de un aptdmero fluorescente por transcripcion in vitro para la deteccidn
de gRNA de SARS-CoV-2. El nombre de la ligacion entablillada, corresponde a una analogia con el
proceso de entablillado de huesos rotos.

Con el fin de estandarizar las condiciones para las reacciones de ligaciéon entablillada y
transcripcién in vitro, se disefiaron los siguientes oligonucleétidos, que seran utilizados a lo largo
de esta memoria de titulo:

gRNA-nsp9-mimic: RNA sintético que imita un segmento del gen nsp9 del SARS-CoV-2, el cual se
utiliza como blanco de amplificacion mediante gRT-PCR en algunos de los sistemas comerciales
de deteccidn del virus en muestras clinicas.

T7T-nsp9: oligonucledtido de DNA que hibrida con una regidn del RNA sintético gRNA-nsp9-mimic
y, rio arriba del sitio de ligacidn, tiene la secuencia del promotor de la RNA polimerasa del fago T7.
MGA-nsp9: oligonucleétido de DNA que hibrida con una region del RNA sintético
gRNA-nsp9-mimic contigua al sitio de hibridacién de T7T-nsp9 vy, rio abajo del sitio de ligacidn,
tiene la secuencia del gen que codifica el aptamero de verde de malaquita (MGA).

PT7: oligonucledtido de DNA complementario al promotor del fago T7 del oligonucleétido
T7T-nsp9. Al hibridar con T7T-nsp9 forma el promotor T7 doble hebra funcional, el cual es
reconocido por la RNA polimerasa T7.

Ctrl-(+)-MGA-T7T: la secuencia de este oligonucledtido es equivalente al producto de ligacidon
esperado entre los oligonucledtidos MGA-nsp9 y T7T-nsp9. Este DNA es utilizado como control
positivo de ligacién.

Para el disefio de gRNA-nsp9-mimic, se tomd como referencia las secuencias blanco utilizadas
para la deteccion de SARS-CoV-2 mediante RT-gPCR informadas por el Institut Pasteur

especificamente la regién que flanqueaba el par de partidores nCoV-IP2 (Corman vy cols., 2020).
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En general, las reacciones se realizaron preparando la mezcla de ligacién o pseudoligacién en
hielo. La mezcla de “pseudoligacién” contiene todos los reactivos necesarios para la ligacién
entablillada, exceptuando la enzima SplintR DNA ligasa, y esta reaccién no es realizada. Ademas,
se remplazan los oligonucledtidos MGA-nsp9 y T7T-nsp9 por la construccion Ctrl-(+)-MGA-T7T.
Para el caso de la mezcla de ligacidn, previo a la adicidn de la enzima SplintR y su respectivo
tampon, se realizé la etapa de hibridacién de oligonucleétidos a 95°C durante 3 minutos.
Posteriormente se afadié la ligasa de DNA SplintR y su tampdn de reaccién y se realizo la ligacidon
a 37°C durante 1 hora (la mezcla de pseudoligacién se sometid directamente a la reaccién de
transcripcién in vitro). Una vez realizada la ligacién, se tomd una alicuota de cada muestra y se
realizé la transcripcion in vitro catalizada por la RNA polimerasa T7, durante 2 horas a 37°C.
Pasado este tiempo, se efectud las mediciones fluorimétricas a A=610 nm para la excitacién y
emisién A=655 nm. Cualquier variacidn a este protocolo general es detallada en particular en cada

experimento.

Adicionalmente, para cada reaccidn se utilizé un control negativo de ligacion (Ctrl(-)g), ademas
de un control negativo (Ctrl(-)tiv) y uno positivo (Ctrl(+)nv) de la transcripcion in vitro. El Ctrl(-)nv
se prepard de igual manera que la mezcla de reaccidn, pero no se incluyé la RNA polimerasa T7.
A cambio, el volumen correspondiente a la enzima fue reemplazado por H;Ow. El Ctrl(-)ig
correspondia a una mezcla de ligacién que no incluyd el RNA sintético gRNA-nsp9-mimic
correspondiente, reemplazando el volumen con H2Ow. El Ctrl(+)nv se realizé con la misma mezcla
de reaccion utilizada para cada experimento, pero se remplazd la pareja de oligonucleétidos
MGA-nsp9/T7T-nsp9 por el oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T (que equivale a la versién ligada de
los oligonucledtidos) a concentracion de 200 nM. Esta mezcla se sometid a los mismos

procedimientos que las muestras experimentales y los controles negativos
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4.1 Validacion inicial del método

Para la validacién del método propuesto, se realizé la ligacién entablillada bajo las condiciones
indicadas en Yings y cols (2018) sin incluir las proteinas SSB utilizadas por Wee y Trau (2016) con
el fin de reducir los costos por reaccién. Las proteinas SSB son proteinas capaces de unirse y
estabilizar el ssDNA impidiendo la formaciéon de estructuras secundarias, protegiendo el DNA de
nucleasas en procesos de replicacion o reparacién del DNA (Lennarz y Lane, 2013). La reaccién de
ligacidon entablillada se realizé empleando 10 nM del oligonucledtido gRNA-nsp9-mimicy 200 nM
de la pareja de oligonucledtidos MGA-nsp9/T7T-nsp9 (condicién gRNA-nsp9-mimic) o del
oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T (Ctrl(+)7v). Utilizando 10 minutos de reaccion de ligacidon (como
sugieren Wee y Trau (2016)) no fue suficiente para detectar fluorescencia a 2 horas de
transcripcién in vitro de los productos de ligacién (resultados no mostrados). En base a lo anterior,
se decidid realizar la ligacién con los tiempos que propone el proveedor de la DNA ligasa SplintR
(1 hora). Se realizé la transcripcion in vitro de los productos de ligacién durante 2 horas a 37°C
utilizando 500 nM de PT7, luego de lo cual, a cada muestra se le afiadié verde de malaquita
(10 uM final) y se midié la fluorescencia en una placa de 96 pocillos (Figura 5A). Basado en estos
resultados, 1 hora de ligacién entablillada fue suficiente para permitir la ligacién y producir el
templado para la transcripcion in vitro. Sin embargo, la sefial obtenida es solo un 0,36% de la
observada usando el control positivo (Ctrl(+)v), aunque estadisticamente superior a ambos
controles negativos (Ctrl(-)nvy Ctrl(-)iig). Ademas, a los productos de ligacién y a los controles se
le realizé PCR para la confirmacién de la ligacién mediante un método alternativo, utilizando el

protocolo y programa de tempertura descritos en las Tablas 4A y 4B, respectivamente.

Dado que la fluorescencia obtenida en el experimento que contenia el RNA que imita al genoma
viral es cercana a lo observado en ambos controles negativos, se realizé un PCR convencional para
confirmar que la ligacién de los oligonucledtidos ocurre solamente en presencia de la enzima
SplintR vy la tablilla de RNA (gRNA-nsp9-mimic). Aunque hay algunas bandas inespecificas, los
resultados del PCR mostrados en la Figura 5B indican claramente que el producto esperado de

92 pb se forma solamente en el Ctrl(+)nyv (carriles 10-12) o en la reaccion realizada en presencia
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de la ligasa y el RNA tablilla (carriles 6-8). En cambio, el producto de 92 pb no se observa en los
experimentos donde no se utilizd la DNA ligasa (Ctrl(-)tiv), o el RNA de tablilla (Ctrl(-)wg). Por otra
parte, la intensidad de banda en los carriles 6-8 (reaccién de ligacidn) es menor a la observada en
los carriles 10-12 Ctrl(+)mv. Al igual que en los experimentos de transcripcién in vitro (Figura 5A),

estos experimentos sugieren que un porcentaje importante de los oligonucleétidos no se ligé.
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Figura 5. La ligacion entablillada de un templado de DNA permite detectar la presencia de un RNA
que imita el genoma del SARS-CoV-2. A) Fluorescencia a las 2 horas de iniciada la transcripcidn in vitro
de los productos de ligacién. Los valores se muestran como porcentaje del valor obtenido usando el
Ctrl(+)nv (Linea gris segmentada). *** p<0,001, ** p <0,01,* p < 0,05, ANOVA de una via con test de
Dunnett para comparaciones multiples (n=3). B) Electroforesis en gel de poliacrilamida de productos
de PCR realizados a los productos de ligacién entablillada. Carril 1 y 9: estandar de peso molecular
DNA GeneRuler Low Range; carril 2: control negativo de PCR sin templado; carriles 3-5: Ctrl(-)ug,
carriles 6-8: gRNA-nsp9-mimic; carriles 10-12: Ctrl(+)ny; carril 13: control positivo de PCR
correspondiente al oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T 2 nM, carril 14: estandar de peso molecular DNA
GeneRuler 100bp Plus. Se sefiala banda la correspondiente al producto de ligacién esperado
(flecha roja).
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4.2 Estandarizacion de la reaccién de transcripcion in vitro

Una vez validado el método propuesto y en consideracion a los bajos rendimientos de ligacién
obtenidos (menores al 1% en relacién al Ctrl(+)mv), se estandarizé la reaccién de transcripcion
in vitro con el fin de generar un protocolo en las condiciones dptimas de trabajo, disminuyendo

en lo posible la manipulacién de las muestras para asi optimizar los tiempos y limite de deteccion

4.2.1 Transcripcion in vitro en presencia de verde de malaquita

En el ensayo descrito, el verde de malaquita fue afiadido posterior a la finalizacién de la reaccién
de TIV, lo que genera un paso adicional. En la literatura se ha reportado la posibilidad de realizar
dicha reaccién en presencia de verde de malaquita (Furukawa y cols., 2008). Para evaluar si es
factible en las condiciones trabajadas, se afiadié verde de malaquita a una concentracion final de
10 uM en la mezcla de reaccién. Utilizando 20 nM del oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T como
templado para la reaccién (preparado en la mezcla de pseudoligaciéon que contiene 10 nM de

gRNA-nsp9-mimic) y empleando 500 nM de PT7 (Figura 6).
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Figura 6. Curva de progreso de la transcripcion in vitro en presencia de verde de malaquita 10 puM.
Cambio de la fluorescencia en el tiempo de reaccién de transcripcién in vitro de los templados
Ctrl-(+)-MGA-T7T y Ctrl(-)nv (control negativo sin RNA polimerasa T7). Los valores de fluorescencia se
expresan como porcentajes normalizados respecto al valor promedio de la condicién Ctrl-(+)-MGA-T7T
al tiempo 2 horas (linea gris segmentada, %FRN).
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Basado en estos resultados, se confirma que es posible realizar el monitoreo en tiempo real de la
TIV y, ademads, extender la reaccién al menos durante 6 horas sin haber alcanzado la saturacion
del sistema.

4.2.2 Efectos del contraidn del verde de malaquita y su concentracion en los niveles de fluorescencia

Dado que el verde de malaquita es comercializado como cloruro de verde de malaquita (MGCI) y
oxalato de verde de malaquita (MGOx), se decidié evaluar el efecto del contraidn en la produccidn
de fluorescencia. Para esto, se realizd la transcripcidn in vitro en condiciones similares a las
descritas anteriormente: 20 nM del oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T como templado para la
reaccion (preparado en la mezcla de pseudoligacion utilizando 10 nM de gRNA-nsp9-mimic),
500 nM de PT7 y utilizando 10 uM de MGCI (sal utilizada hasta este punto) o 10 uM de MGOXx.
Ademas, se evalud los efectos de dos concentraciones de ambas sales, 10 UM (concentracion
indicada en Yingy cols. 2018) y 20 uM. Los datos se presentan como porcentaje de la fluorescencia
observada en la condiciéon en presencia de MGCl 10 uM, la cual corresponde a la sal y
concentracién previamente utilizada. Asi mismo, y para la condicién Ctrl(-)rv se utilizé también

MGCI 10 uM, pero sin enzima RNA polimerasa T7 (Figura 7).
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Figura 7. Incidencia del contraién de verde de malaquita y su concentracion en los niveles de
fluorescencia. Utilizando ambas sales: cloruro de verde de malaquita (MGCI) y oxalato de verde de
malaquita (MGOx), se presentan sus respectivos valores de fluorescencia en porcentajes con respecto
al valor promedio de la condicién MGCI 10 uM posterior a 2 horas de iniciada la transcripcién in vitro
(linea gris segmentada).“ns” indica estadisticamente no significativo (p > 0,05) utilizando t-test para
datos con distribucién normal (n=3).
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Los resultados muestran que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los niveles
de fluorescencias asociados al uso de diferentes contraiones para el verde de malaquita. Por otra
parte, duplicar la concentracion de la sal de verde de malaquita (20 uM) no representa un
aumento significativo en el nivel de fluorescencia. En consecuencia, en las siguientes reacciones
de transcripcion in vitro, se seguird utilizando cloruro de verde de malaquita a una concentracion

final de 10 uM.

4.2.3 Incidencia de la concentracion de PT7

La eficiencia de la reaccidn de transcripcion depende fuertemente de la formacién de una doble
hebra en la regidon promotora del templado que es reconocida por la RNA polimerasa T7. Se
espera que a la Tm se encuentre el 50% de PT7 hibridado al oligonucleétido templado. Dado que
la Tm predicha entre PT7 y T7T es de aproximadamente 69,7°C, es posible que aun considerando
la alta concentracién de PT7, a la temperatura de reaccién (37 °C) exista un porcentaje del
templado que no esté formando la doble hebra, disminuyendo la velocidad de transcripcion. Por
ello, se estudiaron los efectos de aumentar la concentracidon de PT7 de modo de evaluar si al
trabajar con 500 nM de promotor PT7 la reaccién se encuentra saturada respecto de PT7. Se
realizé la transcripcidon in vitro utilizando el oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T como templado
para la reaccion (preparado en la mezcla de pseudoligacién utilizando 10 nM de
gRNA-nsp9-mimic) a concentracion de 20 nM y se estudié el efecto de concentraciones crecientes
de PT7. Los datos fueron normalizados respecto a la condiciédn PT7 500 nM la cual corresponde
concentracion previamente utilizada. El Ctrl(-)nv fue preparado con PT7 500 nM y sin RNA
polimerasa T7 (Figura 8). Es posible observar que a medida que aumenta la concentracién de PT7
aumenta el nivel de fluorescencia, acercandose pero no alcanzando una concentracion saturante
de P7T a 1 uM para el sistema en las condiciones trabajadas. Estos resultados sugieren que, si
bien es posible disminuir la concentracion de PT7 5 veces a la utilizada hasta este punto (500 nM)
sin ver mermada la fluorescencia mas alla de un 35%, aumentar la concentracion al doble genera
un aumento cercano al 50% de la fluorescencia a 500 nM. Por ende, presentan un rango de

concentraciones util para el empleo de PT7. Ademas, se evidencia que la transcripcién in vitro
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catalizada por la RNA polimerasa T7 puede ocurrir aunque no se forme el promotor doble hebra
(0 nM PT7, recuadro rojo) lo que ya habia sido reportado (Sousa y Mukherjee, 2003). Si bien solo
permite producir un 2,3% de la fluorescencia alcanzada cuando el ensayo contiene con 500 nM

de PT7, representa ~10 veces los niveles del (Ctrl(-)nv (Figura 8).

A B
—— 3-
£ 150 % ____.E ]
w e 1N 7 =
=2 _— = _ 1
— -____.—-"‘-J} = 2—
m 400 . e o L] .
o (4] T
= [ -
@ Q@ 4
b ? 14
o 50 [
Q O <
= / 3 A
L ! LL . r—-l
f % /
0 I ' ] ! ] ! I ! I ! 1 0 T I
0 200 400 600 800 1000 A ,<\
X Q
[PT7)/nM D@k {(@

Figura 8. Efecto de la concentracion de PT7 sobre la transcripcion y producciéon de fluorescencia.
A) Se presentan los valores de fluorescencia observados al realizar la transcripcidon in vitro a
concentraciones crecientes de PT7 y a concentracion fija de templado Ctrl-(+)-MGA-T7T (20 nM). Los
valores de fluorescencia se expresan como porcentajes respecto al valor promedio de la condicién
500 nM PT7 posterior a 2 horas de iniciada la transcripcion in vitro (linea gris segmentada). La linea
roja continua corresponde a la representacion grafica con ajuste de los datos a la curva de
Michaelis-Menten. B) Datos de las condiciones Ctrl(-)nv (preparada con 500 nM PT7, barra achurada
gris) y de 0 nM PT7 (barra achurada roja).

Para los siguientes experimentos se siguid trabajando con 500 nM de PT7, ya que es el punto
intermedio de las concentraciones evaluada y corresponde a la concentraciéon indicada en

Ying y cols., (2018).
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4.2.4. Aporte de la transcripcion inespecifica de oligonucledtidos no ligados a los niveles basales de

fluorescencia

Existe la posibilidad de que la transcripcién in vitro se inicie de forma inespecifica, aunque de
manera menos eficiente la RNA polimerasa T7 puede iniciar la transcripcion utilizando un
promotor de hebra simple Figura 8 y Sousa y Mukherjee (2003). Adicionalmente, podria iniciar la
transcripcion desde sitios que carecen de un promotor, generando productos no deseados. El
transcrito generado por la potencial transcripcidon del oligonucledtido MGA-nsp9 (transcripcién
sin promotor) tendria como resultado el aptdmero de verde de malaquita que podria contribuir
a los niveles basales de fluorescencia. Con el fin de evaluar si la transcripcién no deseada tiene
incidencia en la fluorescencia basal, se realizd la transcripcién in vitro de cada uno de los
oligonucleétidos por separado y de ambos en conjunto. Se preparé cada una de las condiciones
en una mezcla de pseudoligacién sin DNA ligasa SplintR, para cada oligonucledtido a
concentraciéon de 20 nM en la reaccién TIV (equivalente a los 200 nM utilizadas en ligacion
entablillada) y 500 nM PT7. Los datos fueron normalizados respecto a la condicién que contenia
como templado Ctrl-(+)-MGA-T7T a concentracién de 20 nM y la condicidn Ctrl(-)rv contenia 20
nM Ctrl-(+)-MGA-T7T, pero sin RNA polimerasa T7 (Figura 9). En los resultados obtenidos no se
detectd transcripcion inespecifica. Tampoco se observaron diferencias significativas entre la
transcripcion de cada uno de los oligonucledtidos por si solos ni en conjunto por sobre la
condicién sin transcripcion Ctrl(-)nv. Estos datos indican que en caso de haber transcripcion

inespecifica de los oligonucledtidos ésta se encuentra bajo del ruido (Figura 9).
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Figura 9. Aporte de los oligonucledétidos MGA-nsp9 y T7T-nsp9 a los niveles basales de fluorescencia.
Se presentan lo valores de fluorescencia de las transcripciones de 20 nM en presencia de cada uno de
los oligonucledtidos utilizados para la ligacién por separado (MGA-nsp9, T7T-nsp9) o en conjunto,
pero no ligados (MGA-nsp9/T7T-nsp9). La mezcla de reaccidn no contenia templados reconocidos por
el promotor T7 que codifique el aptdmero de verde de malaquita. Los datos se expresan como
porcentajes del valor promedio de la condicidén “Ctrl-(+)-MGA-T7T” posterior a 2 horas de iniciada la
transcripcién in vitro (linea gris segmentada). “ns” indica estadisticamente no significativo (p > 0,05),
utilizando ANOVA y posterior test de Dunnett para comparaciones multiples (n=3).

4.2.5 Influencia del porcentaje de T7T remanente

Considerando que el rendimiento de la ligacion entablilada nunca es del 100%
(Lohmany cols., 2014), siempre quedara oligonucledtido nsp9-T7T remanente no ligado en la
solucidn. Al poseer el sitio complementario al oligonucleétido PT7 puede formar el promotor
doble hebra funcional en presencia de PT7. Esto podria ocasionar que la RNA polimerasa T7
reconozca este sitio, inicie la transcripcién in vitro y genere un transcrito que no codifica un
aptamero de verde de malaquita, pero que compite por la enzima RNA polimerasa T7 en la
reaccion y como consecuencia disminuiria los niveles de fluorescencia en funcion del aptdmero
transcrito. Para estudiar la incidencia de la competencia generada por el oligonucledtido

nsp9-T7T remanente sobre la fluorescencia, se disefid un ensayo, donde a concentraciones fijas
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de Ctrl-(+)-MGA-T7T (utilizado como templado), se vario el porcentaje de la region T7T remanente
que no codifica el aptamero de verde de malaquita en reaccion (%T7Tg) respecto a la
concentracion de DNA que presentan la regidon T7T. El porcentaje de oligonucleétido T7T

remanente se calculé como se indica en la Formula (2):

[T7T—nsp9]

o) -
% T7Tr=100 * o S MGA—T 7T+ [T7T—nsp9]

(2)

En esta formula [T7T-nsp9] y [Ctrl-(+)-MGA-T7T] representan las concentraciones finales en la

reaccién de transcripcién in vitro indicadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones de oligonucleétido nsp9-T7T utilizadas en cada condicién experimental y

porcentaje de T7T remanente que representan.

Ctrl-(+)-MGA-T7T T7T-nsp9 T7Tx
20 nM 0 nM 0%
20 nM 6,7 nM 25%
20 nM 20 nM 50%
20 nM 60 nM 75%
20 nM 180 nM 90%

En base a las concentraciones indicadas en la Tabla 7, se realizo la transcripcion in vitro utilizando
el protocolo TIV-, y se estudio en paralelo %T7Tr crecientes. Los datos fueron normalizados
respecto a la condicidon 0%T7Tg, la cual es equivalente a las condiciones previamente utilizada
para la estandarizacion de la TIV (sin oligonucledtido T7T-nsp9). Ademas, corresponde a la
condicidn en que no existe templado regulado por el promotor T7 que codifique el aptamero de
verde de malaquita. Para el caso de la condicidon Ctrl(-)nv, ésta se prepard sin incluir el
oligonucleétido T7T-nsp9 y sin enzima RNA polimerasa T7. Se observa que todos los valores de
fluorescencia oscilan entre 88%-108% aproximadamente respecto a la condicion 0% T7Tr (cuando
no hay presencia de oligonucledétido T7T-nsp9 en la reaccién). Si bien es cierto que algunos datos
presentan cambios estadisticamente significativos, en conjunto los resultados sugieren que a

pesar que el oligonucleétido T7T-nsp9 remanente no ligado posee la region que puede formar el
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promotor T7, su presencia incluso a altas concentraciones no incide en la eficiencia de la

transcripcién in vitro (Figura 10).
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Figura 10. Influencia del porcentaje de oligonucleétido T7T-nsp9 remanente no ligado en la
transcripcion in vitro de MGA. Se presentan los valores de fluorescencia de TIV realizadas con
porcentajes crecientes de oligonucleétidos que presenta la regidon T7T y no codifican el aptdmero de
verde de malaquita (%T7Tg). La reaccion se llevéd a cabo a concentracién fija de templado
Ctrl-(+)-MGA-T7T (20 nM). Los valores se expresan como porcentajes respecto al valor promedio de
la condicidon 0% T7Tx posterior a 2 horas de iniciada la transcripcidn in vitro (linea gris segmentada).
* p < 0,05, “ns” indica estadisticamente no significativo (p > 0,05), se utiliz6 ANOVA de una via y
posterior test de Dunnett para comparaciones multiples (n=3).

4.2.6 Detencion de la reaccion de transcripcion

El trabajar con un ndmero elevado de muestras genera un desfase temporal entre la primera
muestra y la Ultima muestra tratada. Si a esto se suma a la disponibilidad limitada de los equipos
de medicion o la capacidad maxima de muestras que pueden medir simultdneamente dichos
equipos, generard que las muestras de un mismo grupo sean medidas a diferentes tiempos. Estas
limitaciones pueden generar desfases en la cantidad de producto obtenido entre los ensayos, por
ende, los resultados de cada medicidn no seran comparables entre si. En base a lo anterior, se

propuso buscar algln reactivo que interfiera en la reaccion de transcripcion in vitro, que no altere
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la estructura del RNA para asi mantener los niveles de fluorescencia constantes a medida que

transcurre el tiempo, permitiendo comparar entre mediciones no simultaneas.

En la literatura se ha reportado que la adicién de acetato de amonio a concentracion final de
0,5 M se utiliza para detener reacciones de transcripcién in vitro, pero ésta esta acoplada a algun
método de purificacion de RNA como la purificacidn fendlica (Milburny cols., 1993). Para estudiar
los efectos de este reactivo en la TIV, se prepard una solucion de acetato de amonio (AcONHa),
de modo que una vez anadidos 5 pl de esta sal la concentracién final fuese 0,5 M del catién
amonio. Se evaluaron los efectos de la adicién de 0,5 M de AcONHa en la reaccién de transcripcion
in vitro en dos casos: al inicio de la reaccién, una vez transcurridas las 2 horas de reaccién vy,
ademas se estudié sus efectos en el tiempo posterior a la adicién de dicho agente 1 hora después
de iniciada la reaccién (cinética de decaimiento). Para esto, se realizaron tres ensayos

independientes de transcripcidn in vitro utilizando el protocolo TIV-A.

Inicialmente se afiadié el AcONHs inmediatamente después de preparar las muestras para la
transcripcion  in  vitro, alcanzando asi un  volumen final de 25 ul
(Ctrl-(+)-MGA-T7T + AcONHa4 [0,5 M]). El objetivo de este ensayo fue confirmar que este reactivo
detiene la reaccién evitando completamente la aparicién de fluorescencia. Al hacer esto,
aumentaria el volumen de cada muestra. En paralelo se realizé un control de volumen al cual se
le afadio 5 pl de HoOwn (Ctrl-(+)-MGA-T7T + H2Owv) equivalente al volumen afiadido de la solucidn
de AcONHa, para descartar que los efectos se deban al aumento de volumen de reaccién y no por
efectos de la adicidon del AcONH4. Como control de la reaccidn se realizé la TIV como de costumbre
y en las condiciones descritas previamente (20 ul de volumen de reaccién y sin la adicién inicial
de algun agente adicional), al igual que con el control sin la enzima RNA polimerasa T7
(Ctrl-(+)-MGA-T7T y Ctrl(+)7iv respectivamente). Una vez finalizadas las 2 horas de reaccion, a
ambas condiciones se les afiadié 5 pl de H,Own para igualar el volumen de las condiciones
“Ctrl-(+)-MGA-T7T + AcONHa4 [0,5 M]” y “Ctrl-(+)-“MGA-T7T + H,0ON” con el fin de realizar las

mediciones en un mismo volumen. El valor de fluorescencia del control Ctrl-(+)-MGA-T7T

obtenido a las 2 horas se utilizé para realizar la normalizacidn de los valores (Figura 11A).
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Los resultados obtenidos sugieren que la presencia de AcONH4 0,5 M inhibe la reaccién de TIV,
dado que no fue posible detectar fluorescencia sobre los niveles basales (Ctrl(-)riv) cuando se
encontraba desde el inicio de la reaccidon (Ctrl-(+)-MGA-T7T + AcONH4 [0,5 M]), por ende no
habria formacién de aptdmero. Ademas, cuando la reaccion se ensayd con 5 pl adicionales de
H,Ow, lo que representa una dilucidon a 0,8 veces las concentraciones utilizadas previamente
(Ctrl-(+)-MGA-T7T + H,0wv), se aprecia que la fluorescencia corresponde al 89,8% de una reaccién
normal (Ctrl-(+)-MGA-T7T). Esta diferencia resulté no ser estadisticamente no significativa. Por
ello se descarta que los efectos se deban al aumento de volumen o dilucién de los reactivos

(Figura 11A).

Otro factor importante a evaluar es si el AcONH4 genera una variacidn significativa en el nivel de
fluorescencia del aptdmero de verde de malaquita ya transcrito. Para esto se efectud la
transcripcion sin AcONHa durante 2 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se realizd la
medicion fluorimétrica e inmediatamente se afladid AcONHs a concentracion final de 0,5 M y se
repitié la medicidon. Como control de volumen se repitié el experimento afiadiendo 5 pl de H,Own
en vez de AcONHa. El valor promedio de fluorescencia de la condicion control Ctrl-(+)-MGA-T7T

obtenida a las 2 horas previo a la adicion de H,On se utilizé para la normalizacién de los valores
(Figura 11B). Los resultados obtenidos muestran que la adicion de AcONH4 a concentracion final

de 0,5 M a las 2 horas de iniciada la TIV, provoca el descenso cercano al 40% de los niveles de
fluorescencia respecto a cuando este reactivo no es afadido. Ademas estos efectos no se deben
al aumento del volumen, ya que cuando se le afiadié 5 ul de H,Own a la reaccidn, no es posible

evidenciar variacién en los niveles de fluorescencia con respecto a la condicidon control

Ctrl-(+)-MGA-T7T (Figura 11B).
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Figura 11. Efectos del AcONH, 0,5 M en la transcripcion in vitro. (A) AcONH4 0,5 M afiadido al inicio
del ensayo de transcripcién in vitro. Para las condiciones “Ctrl-(+)-MGA-T7T + AcONH4 [0,5 M]” vy
“Ctrl-(+)-“MGA-T7T + H,0.\” se afiadié 5 pl de AcONH4 o H,0.n respectivamente previo al inicio de la
reaccion. Para las condiciones “Ctrl-(+)-MGA-T7T” y “Ctrl(-)rv” 5 pl de H.Onvse afiadié a las 2 horas
de reaccidn, realizando las mediciones al mismo volumen de reaccidn. Se presentan sus respectivos
valores de fluorescencia expresados como porcentajes respecto al valor promedio de la condicién
Ctrl-(+)-MGA-T7T posterior a 2 horas de iniciada la transcripcidn in vitro (linea gris segmentada). “ns”
indica estadisticamente no significativo (p > 0,05), utilizando t-test con correccién de Welch para datos
con distribucién normal y varianzas muy distintas o test no paramétrico U de Mann-Whitney para
datos que no presentaban distribucién normal (n=3). (B) AcONH4 0,5 M afiadido transcurridas 2 horas
de reaccion y sus efectos sobre los niveles de fluorescencia. Las barras rojas (20 pl) representan
medicion inicial a 2 horas de reaccién sin adicion de agentes. Las barras achurada y morada, 25 pl
(H201n) 0 25 pl (AcONH4 [0,5 M]) respectivamente, indican la medicion posterior a la adiccion de los
5 ul del agente indicado entre paréntesis. Se presentan los valores de fluorescencia expresados como
porcentajes respecto al valor promedio de la condicién Ctrl-(+)-MGA-T7T 20 ul previo a la adicién de
H.Ow (linea gris segmentada). *** p < 0,001, “ns” indica estadisticamente no significativo (p > 0,05),
utilizando: t-test con para datos con distribuciéon normal y varianzas semejantes (n=3).
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Finalmente, no solo es necesario determinar si el AcONHg interfiere con la reaccidon desde el inicio,
si no también si detiene eficientemente la TIV una vez que ya iniciada la reaccién, asi como
determinar si altera la vida media o estabilidad estructural del aptamero de verde de malaquita.
Cualquiera de estas alteraciones podria impedir que la fluorescencia se mantenga constante a
medida que transcurre el tiempo. Para esto se realizé la TIV sin AcONHs durante 1 hora. Una vez
transcurrido este tiempo, se le afiadié 5 ul de AcONH4 a concentracion final de 0,5 M y se siguié
la reaccidn hasta alcanzar las 4 horas (Figura 12). En paralelo, se afadié 5 pul de H,Own a las
condiciones “Ctrl-(+)-MGA-T7T + H.Ow” y al control sin enzima RNA polimerasa T7 “Ctrl(-)mv".
Como control positivo de la reaccién (Ctrl-(+)-MGA-T7T) se realizé la TIV en las condiciones
descritas previamente (20 pl de volumen de reaccidén y sin la adicién de algun agente o volumen
adicional). Se siguid la reaccidn durante 3 horas mds desde la adicién de los 5 ul de alguno de los
agentes en los casos correspondientes. El valor promedio obtenido a las 2 horas de la condicidon

“Ctrl-(+)-MGA-T7T + H,On” se utilizé para realizar la normalizacién de los valores (Figura 12).

150
g _% -9- Ctl"(-)'n\/
m sabbh
s o ¥§§i ~a- Ctrl-(+)-MGAT7T
~ 100 %if}E - Clr{+}-MGA-T7T + AcONH, [05 M]
§ ~--.I___I_..i..-_A___I_.-I---A-—-I—"I“'i""“i";“*": Ctrl'('l')'MGA'WT + HQOLN
o ]
n 50 '
o '
o] '
= ]
i L o

0 | | | | T | | | | |

1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Tiempo (h)

Figura 12. Cinética de estabilidad de la fluorescencia posterior a la adicion de AcONH40,5 M. En el
grafico se indica el tiempo transcurrido desde que se inicié la reaccién de transcripcion in vitro. Se
afiadié 5 ul de AcONH4 a la condicion “Ctrl-(+)-MGA-T7T + AcONH4 [0,5 M]” una vez transcurrida
1 hora de reaccidn (tridngulos morados), o 5 pl de H,Own para “Ctrl-(+)-“MGA-T7T + H,Ov” (rombos
amarillos) y Ctrl(-)nwv (circulos azules). Para el caso de Ctrl-(+)-MGA-T7T (cuadrados rojos) no se le
afiadié ningun agente y se utilizd como control positivo de la reaccidn. Se presentan los valores de
fluorescencia expresados como porcentajes respecto al valor promedio de la condicidon
“Ctrl-(+)-MGA-T7T + H,Ow” posterior a 2 horas de iniciada la transcripcidn in vitro (linea gris
segmentada).
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Es posible observar que a pesar de reducir la intensidad de fluorescencia a un 60% del valor inicial,
la presencia de AcONH4 0,5 M permite estabilizar los valores de fluorescencia manteniéndose
constantes al menos hasta 3 horas posterior a su adicidn (Ctrl-(+)-MGA-T7T + AcONH4 [0,5 M]).
Por ell contrario, para las condiciones “Ctrl-(+)-MGA-T7T” y “Ctrl-(+)-MGA-T7T + H,Ow"” los niveles
de fluorescencia a medida que transcurre el tiempo siguen aumentando (Figura 12). Basados en
estos resultados, se presenta el AcONH4 como un agente capaz de detener la reaccién de TIV
cuando sea necesario, aunque se debe considerar que reduce en un 40% los niveles de

fluorescencia, disminuyendo la sensibilidad de la técnica.

4.2.7. Dispensabilidad del inhibidor de RNasas

El trabajo con RNA requiere extremar las precauciones debido a la facilidad con que se degrada,
en parte por la ubicuidad de las RNasas. Como consecuencia, se requiere material y reactivos que
certifiquen ser libres de RNasas. Adicionalmente, se pueden utilizar inhibidores de RNasas que se
adquieren comercialmente. En los protocolos descritos por el fabricante de la RNA polimerasa T7
utilizada (NEB) y por el grupo de Ying (2018), se indica que el uso de 0,5 unidades de inhibidor de
RNasas en la reaccién de transcripcidn in vitro es opcional. Dado que el MGA corresponde a un
RNA muy plegado y probablemente de mayor estabilidad, se evalué si la presencia de inhibidor
de RNasas en la reaccién tiene incidencia significativa en los niveles de fluorescencia. Para esto,
se ensayo la transcripcién in vitro utilizando el protocolo de transcripcién TIV-A y se estudiaron
dos condiciones en paralelo dos. En una de las condiciones la mezcla contenia 0,5 U de inhibidor
de RNasas (RNaseOUT 40 U/ul) y la otra condicidon no contenia este inhibidor en la reaccion. Los
datos fueron normalizados respecto al promedio de la condiciéon Ctrl-(+)-MGA-T7T (0,5 U de
Inhibidor de RNasas) la cual corresponde la condicién previamente utilizada para la
estandarizacion de la TIV. Para el caso de la condiciones Ctrl(-)nv, éstas se prepararon sin enzima

RNA polimerasa T7 y en presencia o ausencia de 0,5 U de inhibidor de RNasas (Figura 13).
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Figura 13. Influencia del empleo del Inhibidor de RNasas en la transcripcion in vitro. Se presentan
los valores de fluorescencia cuando la TIV se suplementa con 0,5 U de inhibidor de RNasas o en
ausencia de éste. Los valores se expresan como porcentajes respecto al valor promedio de la
condicién “Ctrl-(+)-MGA-T7T 0,5 U Inhibidor de RNasas” posterior a 2 horas de iniciada la transcripcion
in vitro (linea gris segmentada). ** p < 0,01, “ns” indica estadisticamente no significativo (p > 0,05),
utilizando t-test para datos con distribucion normal (n=3).

Se observa que cuando la reaccién de TIV no contiene inhibidor de RNasas se obtiene cerca de un
25% menos de fluorescencia a las 2 horas de iniciada la reaccién para la condicion
Ctrl-(+)-MGA-T7T (barra morada) respecto a la que si contenia el inhibidor (barra roja). Estos
resultados sugieren que existe degradacion del aptamero. En los niveles basales no es posible
observar cambios significativos (Ctrl(-)rv) (Figura 13). Estos resultados sugieren que la ausencia
del inhibidor no impide que ocurra la reaccion, pero se obtiene mayor fluorescencia cuando éste
estd presente. Es un punto a tener en cuenta ya que, si bien la ausencia de este reactivo puede
afectar la intensidad de la fluorescencia en relacidon al producto esperado, podria permitir realizar
la reaccién en condiciones de limitacion de suministros. Dado que hasta este punto se estandarizé
la reaccién de transcripcién in vitro utilizando 0,5 U de inhibidor de RNasas, decidimos seguir

utilizando este reactivo en los siguientes ensayos.
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4.3 Estandarizacién de la reaccién de ligacion entablillada

4.3.1 Determinacion del limite de deteccion

Si bien Ying y cols. (2018) reportan un limite de deteccién de 10 nM de RNA, los resultados
obtenidos utilizando dicha concentracién de RNA, demuestran que nos encontramos cerca del
limite de deteccion en las condiciones de reactivos e instrumentos utilizados en esta memoria
(Figura 5). Con el fin de determinar el limite de deteccién del método, se realizé la ligacion
entablillada durante 1 hora a 37°C utilizando el protocolo A de ligacién entablillada (Tabla 2). Para
ello, se aumenté la concentracion de gRNA-nsp9-mimic al doble y veinte veces, trabajando asi
con las siguientes concentraciones finales: 10 nM, 20 nM y 200 nM de gRNA-nsp9-mimic. La
condicion Ctrl(-)us no contenia gRNA-nsp9-mimic y el Ctrl(+)nv contenia 10 nM de
gRNA-nsp9-mimic, 200 nM de oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T y no incluia la enzima SplintR
DNA ligasa en la mezcla de pseudoligaciéon, siendo tratada de igual forma que el resto de las

condiciones. La reaccion de TIV se efectud siguiendo el protocolo TIV-B (Figura 14).

A diferencia de lo observado en la Figura 5, el trabajar con el gRNA-nsp9-mimic 10 nM no se
observaron diferencias significativas respecto al control sin RNA blanco (Ctrl(-)ug) ni el Ctrl(-)nv.
Sin embargo, con gRNA-nsp9-mimic 20 nM se obtuvo un 10,75% de sefial de fluorescencia, lo que
representa cerca de 2,5 veces la sefial de la condicidon trabajada con 10 nM de RNA blanco. En
base a esto, con 20 nM es posible obtener un valor cercano a un 11% de la senal del
oligonucleétido control Ctrl-(+)-MGA-T7T. Cuando se utilizé 200 nM de gRNA-nsp9-mimic, la seial
fue 2,25 veces mayor que el control Ctrl(+)nv, resultado que se contrapone a lo esperado y que
sugiere que el RNA estaria aumentando la eficiencia de la reaccién de transcripcion in vitro o
aumentando la fluorescencia del verde de malaquita, o bien ambos efectos en paralelo

generando un efecto sinérgico (Figura 14).
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Figura 14. Limite de deteccién del método. Se presentan los valores de fluorescencia de las muestras
sometidas a ligacién entablillada en concentraciones crecientes de RNA blanco gRNA-nsp9-mimic,
expresadas como porcentajes con respecto al valor promedio de la condicién “Ctrl(+)rv” posterior a
2 horas de iniciada la transcripcién in vitro (linea gris segmentada). El recuadro rojo presenta una
ampliacion de la escala para las condiciones Ctrl(-)jrv , Ctrl(-)us, gRNA-nsp9-mimic 10 nM,
gRNA-nsp9-mimic 20 nM.**** p < 0,0001, “ns” indica estadisticamente no significativo (p > 0,05),
utilizando ANOVA de una via con test de Dunnett para comparaciones multiples.

Para las siguientes estandarizaciones, se realizd la ligacion entablillada con gRNA-nsp9-mimic a

una concentraciéon de 20 nM en la mezcla de ligacion, asi como en la mezcla de pseudoligacion.
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4.3.2 Influencia del RNA inespecifico

Como se menciond, en presencia de concentraciones elevadas de RNA, aparentemente
aumentaria la eficiencia de la transcripcidon in vitro (Figura 14), o bien aumentaria en la
fluorescencia ya sea estabilizando la interaccién entre el aptamero y la verde de malaquita, o
uniendo de algun modo de forma inespecifica al verde de malaquita. En consideracién a que se
propone utilizar este método con muestras que contendran RNA de los pacientes ademas del RNA
viral, es importante determinar qué efectos genera la presencia de RNA externo en la técnica.
Para esto, se realizd la reaccién de ligacién entablillada de la pareja de oligonucledtidos
MGA-nsp9/T7T-nsp9 sin el RNA blanco gRNA-nsp9-mimic (Ctrl(-)us) en dos condiciones,
suplementado con 400 ng de RNA total humano (RNA Humano (+)) o bien sin RNA humano
externo (RNA Humano (-)). De la misma forma, el oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T fue preparado
en la mezcla de pseudoligacién (Ctrl(+)mv) en presencia o ausencia de RNA humano. Todas las
condiciones fueron sometidas al protocolo A de ligacién entablillada (Tabla 2) e incubadas
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se realizd transcripcién in vitro de todas las muestras
previamente sometidas a la ligacién entablillada, empleando el protocolo TIV-B en presencia de
2 ng/ul de RNA humano. Para la preparacion del Ctrl(-)mv se tomd una alicuota de la condiciéon
Ctrl(+)rv  RNA Humano (-) a una concentracion final de 20 nM de oligonucledtido

Ctrl-(+)-MGA-nsp9 (Figura 15).
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Figura 15. Influencia del RNA externo en los niveles de fluorescencia. Se presentan los valores de
fluorescencia de las muestras controles sometidas al protocolo de ligacién indicando si fueron
suplementadas con RNA total humano (RNA Humano (+)) o no (RNA Humano (-). Los resultados se
expresan como porcentajes respecto al valor promedio de la condicidn “Ctrl(+)rv RNA Humano (-)”
posterior a 2 horas de iniciada la transcripcién in vitro (linea gris segmentada).* p < 0,05, “ns” indica
estadisticamente no significativo (p > 0,05), utilizando t-test para datos con distribucién normal (n=3).

Los resultados muestran que en presencia de 2 ng/ul de RNA total humano, el nivel de
fluorescencia producida en la TIV aumenta casi un 35% cuando hay sintesis de aptamero
(Ctrl(+)tv), pero no se observa aumento en los niveles de fluorescencia cuando no hay
gRNA-nsp9-mimicy, por consiguiente, no existe templado que codifique el aptamero de verde de
malaquita (Ctrl(-)us). Esto indicaria que la sola presencia del RNA externo no generaria un
aumento en los niveles basales de fluorescencia o una ligacién inespecifica (Figura 15). Los
resultados muestran que en presencia de RNA se producen aumentos de la fluorescencia,
indicando que el RNA podria mejorar el rendimiento de la reaccion de transcripcién in vitro, o
favorecer la interaccion del aptamero de verde de malaquita con su blanco. Sin embargo, estos
incrementos no son tan grandes como los observados en la Figura 14, sugiriendo que existen

efectos de la secuencia de los RNA involucrados.

50



4.3.3 Determinacion de la temperatura dptima de ligacion

En el protocolo suministrado por el fabricante de la SplintR DNA ligasa, si bien indican que la
enzima puede catalizar la reaccién en el rango de temperaturas de entre 16°C y 37°C,
recomiendan realizar los ensayos 25°C. Yings y cols. (2018) sugieren realizar la ligacién a 37°C.
Con el fin de determinar la temperatura éptima de ligacion, se realizaron ligaciones entablilladas
en paralelo durante 1 hora a 3 temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C, utilizando el protocolo A de
ligacidn entablillada (Tabla 2) con 20 nM de gRNA-nsp9-mimic. La condicién Ctrl(-)us no contenia
gRNA-nsp9-mimic y el Ctrl(+)nv contenia 200 nM de oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T pero no
SplintR DNA ligasa en la mezcla de pseudoligacién, siendo tratada de igual forma que el resto de
las muestras y en este caso ambas se incubaron a 37°C. La TIV se realizd siguiendo el protocolo
TIV-B. Para la preparacién del Ctrl(-)riv se tomé una alicuota de la condicién Ctrl(+)nv preparaday
tratada tal cual como una reaccién de ligacidn a concentracién final de 20 nM de oligonucledtido

Ctrl-(+)-MGA-T7T (Figura 16).
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Figura 16. Temperatura éptima de ligacidn. Se presentan lo valores de fluorescencia obtenido para
incubacién de ligacién entablillada a 3 temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C, expresadas en porcentajes
con respecto al valor promedio de la condicién “Ctrl(+)mw” posterior a 2 horas de iniciada la
transcripcién in vitro (linea gris segmentada).** p < 0,01, * p £ 0,05, “ns” indica estadisticamente no
significativo (p > 0,05), usando ANOVA de una via con test de Dunnett para comparaciones multiples
(n=3).
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Solamente se observa fluorescencia al utilizar temperaturas superiores a los 30°C para la ligacién
entablillada. Sin embargo, no existe diferencia significativa entre realizar la ligacién entablillada a
temperaturas de 30°C o 37°C. Ambas sefiales resultan ser 1,5 veces mayores a las condiciones
controles Ctrl(-)tv, Ctrl(-)uc (Figura 16). En base al resultado obtenido, se optd por seguir
realizando la ligacion entablillada a 37°C ya que coincide con la temperatura de la transcripciéon

in vitro, posibilitando efectuar todo el ensayo a una misma temperatura.

4.3.4. Efectos del tampon de hibridacion

Previo a la adicion de la enzima SplintR DNA ligasa, hay una etapa de hibridacién, en la cual las
muestras son calentadas a 95°C y luego se enfrian rdpidamente en hielo, con el fin de desplegar
el RNA, puesto que al perder su estructura terciaria se favoreceria la hibridacién con los
oligonucleétidos a ligar. Para esta etapa, se emplea el tampdn de hibridacién (Tris-HCl 10 mM,
KCI 50 mM, EDTA 0,1 mM) (Ying y cols., 2018). Se ha reportado que concentraciones superiores a
100 mM de cationes monovalentes como (Na* o K*) pueden inhibir fuertemente la actividad
enzimatica de la enzima SplintR, recomendando concentraciones cercanas o menores a 50 mM
(Lohman vy cols., 2014). Considerando las sales del tampdn de almacenamiento de la enzima
SplintR (300 mM de NaCl) y el aporte de la solucién de hibridaciéon, la mezcla de reaccion de
ligacidn presenta 77,5 mM de cationes monovalentes en solucién (NaCl 60 mM y KCI 17,5 mM).
Por lo tanto, si bien la etapa de hibridacidon puede mejorar la eficiencia al aumentar el porcentaje
de templado que se puede ligar, también puede disminuir la eficiencia de la ligacién al aumentar
el contenido de iones monovalentes en la reaccidn. Para evaluar el efecto de ejecutar el paso de
hibridacién, se realizé la ligacidn entablillada con 20 nM de gRNA-nsp9-mimic durante una hora
pero dispensando de la etapa de hibridacién (Hibridacién (-)). En este caso, |la preparacion de las
muestras no contemplé la adicién de tampdn de hibridacidn ni la incubacién a 95°C (protocolo B
de ligacién, Tabla 3) para evaluar si el tampdn de hibridacién afecta el proceso de ligacién al
formar parte de la mezcla de reaccidon de ese ensayo (Hibridacién (+), protocolo A, Tabla 2).
Comparativamente y en paralelo, se preparé el oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T en presencia y

ausencia de tampdn de hibridacidn en mezcla de pseudoligacion para la condicion Ctrl(+)nv a
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concentracion de 200 nM y tratado de igual forma que la condicidn correspondiente, para evaluar
si dicho tampdn tiene incidencia significativa en la posterior transcripcion. Se realizé la TIV
utilizando el protocolo TIV-B. Para la preparacién de las condiciones Ctrl(-)nv (Hibridacion (+) o
Hibridacién (-)), se tomd una alicuota de la muestra experimental Ctrl(+)nv asociada a cada
condicidn y se trataron en idénticas condiciones a una reaccién de ligacion a concentracion final

de 20 nM de oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T (Figura 17).
Bl Hibridacion (+)
B Hibridacion (-)

1204

100 - -

Fluorescencia (% FRN)

Figura 17. Efectos de la etapa y tampdn de hibridacion sobre la eficiencia de la ligacion y la
fluorescencia en transcripcidn in vitro. Se presentan los valores de fluorescencia de las muestras
sometidas a la etapa de hibridacién (Hibridacién (+)) y de las que no fueron sometidas a la etapa de
hibridacion (Hibridacion (-)) en la ligacidn entablillada, expresadas como porcentajes con respecto al
valor promedio de la condicién “Ctrl(+)rw —Hibridacion (+)” posterior a 2 horas de iniciada la
transcripcién in vitro (linea gris segmentada). p < 0,001, “ns” indica estadisticamente no significativo
(p > 0,05), utilizando t-test para datos con distribucién normal y varianza semejante o t-test con
correccion de Welch para datos con distribucion normal y diferentes varianzas (n=3).
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Se observa que cuando no se realiza la etapa de hibridacién se genera un aumento de cerca de
cinco veces en la eficiencia de ligacién con respecto a cuando esta etapa se realiza (SRNA-nsp9-
mimic, 5,6% versus 1,1% respectivamente). Ademas, la presencia del tampdn de hibridacién no
tiene incidencia significativa sobre la transcripcion del Ctrl(+)mv, por lo que el resultado sugiere
que la transcripcion no se ve afectada por esta etapa (Figura 17). Si bien no realizar de esta etapa
puede tener beneficios directos en el rendimiento de la ligaciéon, es necesario considerar la
importancia de desnaturar el RNA si se pretende llevar a cabo este ensayo con un RNA altamente
estructurado. Debido a esto, es necesario evaluar el aporte del tampdn de almacenamiento de la

enzima SplintR.

4.3.5 Determinacion de la concentracion optima de SplintR DNA ligasa

Como se menciond, la enzima se comercializa en un tampdn de almacenamiento que contiene
300 mM de NaCl. Para trabajar con un maximo de 50 nM de NaCl, el proveedor (NEB) recomienda
trabajar con concentraciones de enzima menores a 1,05 uM. En este trabajo, basados en lo
recomendado en Yings y cols (2018) se ha utilizado hasta este momento el doble de esta
concentracion (2,1 uM) para la reaccidn de ligacidn entablillada. Para evaluar si disminuyendo la
concentracion de la enzima mejora el rendimiento de la ligacidn entablillada al disminuir el
contenido de sal, ésta se realizé durante 1 hora utilizando 20 nM de gRNA-nsp9-mimic y las
siguientes concentraciones de SplintR DNA ligasa: 2,01 uM, 1,05 uM y 0,525 uM. La preparaciéon
de las condiciones Ctrl(-)usc no contempld la adicion de RNA blanco. La preparacion de las
muestras tampoco contempld la adicidn de tampdn de hibridacién, ni fueron calentadas a 95°C
(protocolo B de ligacidn, Tabla 3). En paralelo, se utilizé el oligonucledtido Ctrl-(+)-MGA-T7T en la
mezcla de pseudoligacién para la condicidn Ctrl(+)rv a concentracién de 200 nM, sometiéndolo a
los mismos procedimientos que las muestras experimentales. La TIV se realizd utilizando el
protocolo TIV-B. Para la preparacién de la condicidn Ctrl(-)rv, se tomé una alicuota de la condicion
Ctrl(+)nv asociada a cada condicion que fue preparada y tratada como una reaccion de ligacién a

concentracion final de 20 nM de oligonucleétido Ctrl-(+)-MGA-T7T (Figura 18).
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Figura 18. Ligacion entablillada a distintas concentraciones de enzima SplintR DNA ligasa. Se
presentan los valores de fluorescencia de las ligaciones realizadas a distintas concentraciones de
SplintR DNA ligasa (0,525 uM, 1,05 uM y 2,01 uM), expresadas como porcentajes con respecto al valor
promedio de la condicidn “Ctrl(+)mv” posterior a 2 horas de iniciada la transcripcién in vitro (linea gris
segmentada).*** p < 0,005, “ns” indica no significativo (p > 0,05), utilizando t-test para datos con
distribucién normal o test no paramétrico U de Mann-Whitney para datos que no presentan
distribucién normal (n=3).

A pesar de trabajar con el doble de la concentracion de enzima recomendada (por ende 10 nM
de cationes monovalente por encima de lo recomendado), los resultados muestran que al
disminuir la concentracion de SplintR DNA ligasa no hay aumento en el rendimiento de la ligacion
entablillada, si no por el contrario, no se observa la formacién de aptdmero mediante deteccién
de fluorescencia. Al utilizar 0.525 uM y 1,05 uM los valores resultaron ser similares entre si (1,7%
y 1,5%, respectivamente), pero representan una disminuciéon de aproximadamente 2,3 veces

respecto a la sefial obtenida al utilizar 2,1 uM de enzima (3,8%) (Figura 18).
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Si bien mejoré el rendimiento de la ligacion al obviar de la etapa de hibridacién, no fue posible
evidenciar mejoras en el rendimiento cuando se reduce la concentracién de enzima. Actualmente
nuestro método presenta un limite de deteccién de 20 nM, siendo el doble de lo reportado por

Ying y cols, (2018).

Habiendo probado la influencia de la temperatura, son pocas las variables que puedan inducir
una mejora en el limite de deteccién, como lo son el tiempo de ligacidn o variar la concentracién
de oligonucleétidos, en los que el aumento en cualquiera de esos factores iria en contra del
objetivo inicial de este proyecto de memoria de titulo. Finalmente, en consideracién de los
resultados obtenidos, no se logré aumentar la sensibilidad del método, obteniendo como limite
de deteccidon 20 nM de RNA blanco. Si bien se logré aumentar la diferencia entre los controles
negativos y las condiciones experimentales al excluir el tampdn de hibridacidn, ésta nunca logré
ser mas alla de un 6% la intensidad obtenida con el control positivo Ctrl-(+)-MGA-T7T. Debido a
estas limitaciones, se presenta una alternativa relativamente mas sencilla y econdmica para el
empleo de la ligacion entablillada y posterior transcripcion in vitro propuesto por Ying y cols

(2018). A continuacion, se discutiran las posibles optimizaciones del método.
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5. DISCUSION

5.1 Biosensores fluorescentes basados en la tecnologia de aptameros

En el dltimo tiempo, el empleo de aptameros ha ido ganando terreno para la detecciéon de
moléculas ya que su afinidad y selectividad por su blanco resulta comparable con los anticuerpos,
ademas poseen ventajas de un disefio mas sencillo, mayor estabilidad térmica, menor tamafio y
quimica mas versatil (Keefe y cols, 2010). Debido al amplio abanico de blancos que presentany a
las propiedades intrinsecas de dichas moléculas, los métodos de deteccidn del blanco pueden ser
electroquimicos, épticos, colorimétricos, sensibles a masa o fluorescentes. Los métodos basados
en fluorescencia deben su popularidad a su facil manipulacién y alta sensibilidad
(Suny cols., 2018). Estos biosensores fluorescentes pueden dividirse en dos clases: con etiqueta
(labeled) o sin etiqueta (label-free). Los biosensores con etiqueta requieren de un fluoréforo y/o
un apagador (quencher) unido covalentemente al aptdmero, lo que resulta laborioso,
aumentando los tiempos y costos de produccidn. Si bien esta tecnologia se basa en que la unién
del blanco induzca un cambio en la estructura del aptdmero y esto altere la “transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia” (FRET), la presencia del fluoréforo y/o el apagador puede
generar que el aptdmero pierda afinidad por la molécula blanco (Wang y cols., 2011). Por otra
parte, los biosensores fluorescentes sin etiqueta evidentemente no requieren de modificaciones
covalentes en los acidos nucleicos utilizados como aptdmeros y su fluorescencia radica en las
propiedades intrinsecas de la molécula blanco, que en combinacién con la unién a motivos o
estructuras especificas presentes en los acidos nucleicos generan un incremento en la
fluorescencia, como es el caso de tinciones organicas e intercalantes (Xu y Li, 2011;

Suny cols., 2018).

Actualmente existen diversas técnicas que permiten la deteccién de Aacidos nucleicos
(principalmente de miRNA) al inducir la formacién del aptamero de verde de malaquita en
presencia de su blanco. Para ello, existen diferentes estrategias. Una de éstas, consiste en el
empleo de dos sondas de RNA, las que forman el MGA al hibridar de forma contigua sobre el RNA
blanco (Kolpashchikov, 2005). Otra estrategia corresponde a los denominados “malaswitches”

(malainterruptores) para la deteccién de miRNA. Estos aptadmeros estan basados en los
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ribointerruptores. En ellos se modifica la secuencia del loop del MGA, agregando una secuencia
complementaria al miRNA para que no se una el verde de malaquita. Cuando esta secuencia
hibrida con la secuencia blanco, induce un cambio en la estructura secundaria que estabiliza el

aptadmero permitiendo que una al verde de malaquita (Sett y cols., 2020).

En contraste con los métodos descritos, que dependen en la deteccidn directa del RNA blanco,
otros grupos han disefiado sistemas basados en la amplificacion de un aptamero fluorescente
mediante transcripcidn in vitro. Para ello, se disefia un oligonucleétido de DNA que hibride en el
extremo 3’ del miRNA blanco. Rio arriba de la zona de hibridacién, el oligonucledtido presenta el
promotor de la RNA polimerasa T7 y la secuencia que codifica el aptdmero de verde de malaquita.
Al formarse el hibrido miRNA- oligonucledtido DNA, se realiza una amplificacién utilizando
la DNA polimerasa Bst la que utiliza el miRNA como primer. De este modo se obtiene un dsDNA
gue posee el promotor doble hebra funcional de la RNA polimerasa T7 que permite transcribir el
aptdmero de verde de malaquita (Wang y cols., 2018). Otra alternativa es el empleo de
oligonucleétidos ssDNA circulares que codifiquen el MGA, disefiados de tal forma que el sitio de
empalme que contiene la secuencia complementaria al miRNA blanco, hibride parcialmente con
el promotor T7 ocluyendo parte de éste. En presencia del miRNA blanco se favorece la hibridacion
de este RNA con el sitio de empalme, dejando el promotor libre para que en presencia de la
secuencia complementaria al PT7 se inicie la transcripcion in vitro (promotor switch). Al ser
circular, este templado genera la transcripcién de repeticiones en tdndem del aptdmero de

verde de malaquita, mediante transcripcién en circulo rotatorio (RCT) (Li y cols., 2015).

Otra técnica corresponde a la obtencidon del templado que codifique el MGA regulado por el
promotor T7 mediante la ligacion de oligonucledtidos de DNA especificos por ligacidn entablillada
(Yings y cols., 2018), método en el cual se basa esta memoria de titulo. En una variante de esta
estrategia, se ha reportado también el empleo de solo un oligonucleétido que en sus extremos
posea las secuencias que hibriden con la secuencia blanco. La ligacion entablillada de este
oligonucleétido genera un templado circular que codifica el MGA el cual puede ser amplificado

mediante repeticiones en tdndem a través de RCT (Furukawa y cols., 2008).
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Basado en la tecnologia de aptdmeros fluorescentes, el objetivo de esta de memoria de titulo fue
adaptar las reacciones que comprenden el método de Ying y cols. (2018) para la detecciéon de RNA
gendmico del virus SARS-CoV-2, mediante un método libre de DNA polimerasas y que fuera simple

de implementar.

5.2 Optimizacion de la Reaccidn de ligacion entablillada

5.2.1 Rendimiento inicial de la ligacion entablillada

En un principio no fue posible detectar fluorescencia cuando se realizaba la ligaciéon durante 15
minutos replicando los tiempos sugeridos en Ying y cols. (2018) por lo que se debid extender los
tiempos de ligacién entablillada a 1 hora. En dicho ensayo al utilizar 10 nM de gRNA-nsp9-mimic
y durante 1 hora de ligacién, la sefal se encontraba cerca del nivel del ruido (Figura 5A).
Posteriormente al evaluar la sensibilidad del método, se determinar que al menos en ese ensayo,

no fue posible detectar sefial a los 10 nM de gRNA-nsp9-mimic, pero si para 20 nM (Figura 14).

Uno de los grupos de investigaciéon que proponen la utilizacidon de la enzima SplintR DNA ligasa
para la deteccién de miRNA obtuvieron resultados similares al utilizar 10 nM de RNA blanco,
indicando que la eficiencia de la ligacién se podria ver afectada por la hibridacion inespecifica de
los oligonucledtidos, resultando en ligacidn inespecifica (Wee y Trau, 2016). Sin embargo,
mediante PCR convencional, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que no existe
ligacién inespecifica, ya que no hay aparicién de bandas correspondientes a los productos de
ligacion y todas los productos amplificados, también estan presentes en los carriles
correspondientes al oligonucleétido control Ctrl(+)rv a su respectivo tamafio molecular. La
aparicién de bandas que no corresponden a 92 pb aproximadamente (como las obtenidas
aproximadamente de75 pb), pueden deberse a los tiempos de extensidn utilizados (30 segundos)

o0 a la alta concentracién del templado, lo que favorece la unién a sitios inespecificos (Figura 5B).

Sin considerar los errores que son inherentes al trabajo en laboratorio, se presentan variables
gue podrian afectar el rendimiento de la ligacion entablillada: ligacién inespecifica, identidad de
las bases en los extremos que se pretende ligar y el tampdn de hibridacion (o su concentracion
de cationes monovalentes). Si bien nuestros bajos rendimientos de ligacién no parecen ir en la
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linea de una posible ligacion inespecifica, se debe tener en cuenta los factores modificables en

vista del disefio del método.

5.2.2 Proteinas SSB

Uno de los componentes de reacciéon que se decidid no utilizar debido a que implicaria un
aumento en los costos por reaccidon y en el niUmero de reactivos, corresponde a las proteinas SSB,
las cuales son utilizadas en el método de ligacién entablillada para deteccion de miRNA propuesto
por Wee y Trau (2016), donde se demuestra un aumento del rendimiento en las ligaciones cuando
se afnaden estas proteinas. Se ha demostrado que las proteinas SSB pueden mejorar la eficiencia
de PCR por estabilizacidon de sustratos mono hebra (Rapley, 1994), también se ha reportado la
mejora en los rendimientos de ligaciones catalizadas por la DNA ligasa T4 (Troll y cols., 2019).
Ademas, estas proteinas son utilizadas en un método de ligacidn entablillada recientemente
publicado basado en el método de Ying y cols.; 2018, el cual serd discutido mds adelante
(Woo y cols., 2020). Por consiguiente, no emplear estas proteinas puede generar una disminucién
en el costo total, pero podria tener efectos en el rendimiento de la ligacidn, lo que vimos reflejado

al menos parcialmente en los resultados presentados.

5.2.3 Disefio de oligonucledtidos

Para el disefio de oligonucleétidos, se indica que el sitio de hibridacidn debe ser de al menos 20 nt
y que el rendimiento de la reaccion aumenta a medida que aumenta el largo del sitio de
hibridacién, evaluado entre 20 nt y 50 nt (Lohman vy cols., 2014). Ademas, se reporta que la
reacciéon es mads eficiente cuando se emplean oligonucleétidos de 24 pb (largo total del
oligonucleétido) respecto a utilizar oligonucledétidos de 30 pb (Wee y Trau 2016). Otro factor a
considerar en el disefio de los oligonucleétidos es la influencia de la identidad de las bases en los
extremos 3’ y 5’ que son ligados, ya que se reportd el rendimiento de ligacion de las 16 posibles
combinaciones de bases que formen parte de los extremos que se pretenden ligar. EIl menor
rendimiento en la ligacion ocurre cuando se emplea la pareja G-3'/5’-G y G-3’/5’-C y se obtiene el

mejor rendimiento cuando se emplea la pareja de bases T-3’/5’-A (Lohman y cols., 2014).
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En esta memoria de titulo se utilizé un sitio de empalme de un largo total de 24 nt (12 nt
abarcados por cada oligonucledtido). No obstante, nuestros oligonucledtidos poseian un tamafio
de 38 nty 54 nt (T7T-nsp9 y MGA-nsp9). En el oligonucleétido T7T-nsp9, el promotor T7 abarca
un minimo de 18 nt, mientras que en MGA-nsp9 la secuencia que codifica el MGA posee 38 nt.
Por lo tanto, sumado a la secuencia de empalme para cada oligonucledtido se estaria excediendo
el numero de nucleétidos recomendado por Wee y Trau (2016) para cada oligonucledtido y
disminuir esta cantidad no seria una opcidn. La pareja de bases en los oligonucledtidos disefiados
que formaran parte de los extremos que se pretende ligar corresponden a G-3’/5’-G, lo que
explicaria en parte los bajos rendimientos obtenidos en nuestros ensayos. Es meritorio el analisis
de las 16 posibles combinaciones de bases para evidenciar el comportamiento de la reaccion en
las condiciones en las cuales nos encontramos trabajando. Ademas, experimentos realizados por
otros miembros del grupo de investigacidn, en los cuales se modificé el sitio de ligacidn y se utilizé
la pareja T-3’/5’-A, mostraron un importante aumento en la eficiencia de la reaccidn de ligacion.
Estos resultados demuestran el impacto que tienen los cambios en la pareja de nucledtidos a

ligar, pudiendo mejorar el rendimiento de la ligacién en las condiciones trabajadas.

5.2.3 Etapa de hibridacion previa

Al estudiar la influencia del tampdn de hibridacidn sobre el rendimiento de la ligacidn, se observé
gue aumentaba cerca de 5 veces cuando no se utiliza este tampdn. Probablemente, este aumento
se pueda atribuir a la disminucidn de la concentracidn de cationes monovalentes en la reaccion,
que en la mezcla original alcanzaba los 77,5 mM (Figura 17). Como se comentd, en la literatura
se describe mencion a la importante inhibicion que ocurre al elevar las concentraciones de
cationes monovalentes por sobre los 50 mM cuando se utiliza la enzima SplintR DNA ligasa
(Lohmany cols., 2014) por lo que parte del rendimiento de nuestra reaccién se pudo haber visto

mermado por el uso del tampdn de hibridacion.

Eliminar el uso del tampodn de hibridacion que comprende calentar las muestras durante 3
minutos a 95°C cuando la mezcla de ligacién aun no esta completa, y por ende no utilizar el
tampodn de hibridacién, nos presenta tres ventajas en la realizacidn del ensayo: menos reactivos

necesarios, menos pasos involucrados, lo que facilita la preparacion y tratamiento de las muestras
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y eliminar una de las 2 etapas que requiere ser realizada a 95°C. No obstante, al pretender trabajar
con muestras de RNA total, o el mismo gRNA viral, hay que considerar que éstos son altamente
estructurados. EI gRNA viral forma horquillas que presentan un contenido G+C elevado,
generando una estructura termodindmicamente estable que dificulta o impide la interaccion con
DNA. Alternativamente, debido a su plegamiento, se forma una estructura terciaria tal que el sitio
blanco se encuentre oculto (Fratczak y cols., 2009; Strobel y cols., 2018). Por ello es importante
considerar la estructura del RNA en la eleccidn del sitio blanco, asi como la necesidad de la etapa
de hibridacion. Otra alternativa seria disminuir la concentracidn de sales presentes en el tampdn
de reaccidon suministrado con la enzima o bien, en el tampdn de almacenamiento. Esto nos

permitiria efectuar la etapa de hibridacidén a bajas concentraciones de cationes monovalentes.

No obstante, es necesario evaluar los rendimientos de ligacion en muestras de RNA totales sin el
empleo del tampén de hibridacidn, o bien que la preparacién no contenga el KCl 50 mM. Esto
ultimo, debido a si se pretende calentar a 95°C se debe considerar que el RNA tiende a hidrolizarse
a temperatura elevadas y a pH alcalinos. Por eso que esta solucién debe estar tamponada con
Tris-HCI en conjunto con el empleo de EDTA, el cual impide que el Mg?* catalice la degradacién
del RNA, al secuestrar éste y otros cationes divalentes (ElI-Ashram y cols., 2016; Jin y cols., 2018).
Existe la alternativa del empleo de dimetil sulféxido (DMSO) o polietilenglicol (PEG) en
concentraciones de entre 1-8% debido a que pueden generar la desestructuracion del RNA,
ademas de mejorar el rendimiento de enzimas que catalizan reacciones de acidos nucleicos. Por
ejemplo, se ha observado que estos agentes mejoran el rendimiento de las ligaciones catalizadas

por la DNA ligasa T4 (Pheiffer y Zimmerman, 1983; Kestemont y cols., 2018).
5.2.4 Concentracidn optima de enzima SplintR y temperatura de ligacion

En los protocolos informados por Wee y Trau (2016) y Jins y cols. (2016), se indica que es posible
cuantificar mediante qPCR del producto de ligacién para templados RNA:DNA, de reacciones de
ligacion entablillada llevadas a cabo a 16°C, 25°C y 37°C. En nuestro caso resulto ser indetectable
el aumento en la fluorescencia realizando ligaciones a 25°C, mientras que al realizar la reaccién a
30°C o 37°C si fue posible detectar un aumento, aunque no se observaron diferencias

significativas entre ambas temperaturas (Figura 16). Lo anterior es coherente con lo reportado
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por Lohman y cols (2014), quienes indican que la temperatura éptima es de 37°C; sin embargo,
los mismos autores recomiendan usar 1,05 uM como maximo de la concentracion de enzima.
Nuestros mejores resultados fueron obtenidos empleando 2,1 uM de dicha enzima tal como se
indica en Ying y cols. (2018). Si bien, se desea disefiar un método isotérmico el factor temperatura
no seria modificable, por lo que valdria la pena evaluar la concentracién de enzima, después de

optimizar el disefio de oligonucledtidos en base a los criterios discutidos previamente.

5.3 Optimizacién de la reaccidn de transcripcion in vitro

A pesar que no pudimos generar cambios sustanciales en la reaccion, se generé un protocolo para
la produccidn y deteccién del aptamero de verde de malaquita mediante transcripcion in vitro, el
cual presenta alternativas para el seguimiento de la reaccién, detencion de la misma o bien rango
de concentraciones de PT7 en el cual es posible realizar la reaccién, donde la eleccién de cémo

realizar el método dependera de la disponibilidad de reactivos o del factor monetario.

5.3.1 Transcripcion in vitro en tiempo real en presencia de verde de malaquita.

En las condiciones ensayadas, se presenta la alternativa del seguimiento en tiempo real de la
reacciéon de transcripcidon in vitro en presencia de verde de malaquita 10 uM (Figura 6),
confirmando lo informado en Furukawa y cols. (2008). El protocolo propuesto facilita Ia
preparacion de las muestras, permite seguir la reaccién en tiempo real y evita la manipulacién
innecesaria de los tubos posterior a la reaccidn, lo que podria generar variacién entre muestras.
Esto claramente tiene la ventaja de poder acortar o alargar los tiempos de reaccidn, sin necesidad
de manipular la muestra, pudiendo monitorear la aparicidon de producto incluso antes de las 2

horas.

Observamos ademas que no es necesario aumentar la concentracién de verde de malaquita por
sobre 10 uM, ya que duplicar la concentracidon no se visualizé un aumento proporcional en la
fluorescencia, al menos cuando se realizaron las mediciones a las 2 horas. Por otra parte, se
demostrd que no se presentan diferencias significativas en los niveles de fluorescencia inducidos

por el contraién del verde de malaquita, ya sea al utilizar cloruro de verde de malaquita u oxalato
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de verde de malaquita. Por esta razon lo que la decision de cual elegir va a depender del costo

del reactivo (Figura 7).
5.3.2 Concentracion de PT7

Si bien en el método de referencia se indica 500 nM de oligonucleétido PT7, pero nosotros
mostramos que se puede utilizar un rango de concentraciones mds amplio de este
oligonucleétido (100 nM-1000 nM, con una Ky, de aproximadamente 257 nM), aunque esto
impacta la eficiencia de produccién de MGA (Figura 8). Cabe destacar que una posible alternativa
consiste en anadir una secuencia linker y la secuencia complementaria PT7 que rio abajo de la
secuencia T7T en el mismo oligonucleétido, para la formacién de una horquilla que genere el
promotor doble hebra (Woo y cols., 2020). Al ser una formacidn de doble hebra intramolecular,

se aseguraria que un porcentaje importante del templado tuviera un promotor funcional.
5.3.3 Opcionalidad del empleo de Inhibidores de RNasas

Se comprobd que el empleo de 0,5 U de inhibidor de RNasas puede ser opcional (Figura 13). Aun
asi, consideramos que en un laboratorio clinico es recomendable su utilizacién, ademas de
trabajar siempre en condiciones libres de RNasas para evitar la degradacién del RNA en la muestra
y disminuir la probabilidad de falsos negativos. Se ha reportado que el acido polivinilsulfénico
puede actuar como inhibidor de RNasas de bajo costo, sin afectar los rendimientos de reacciones
de transcripcioén in vitro (Earl y cols., 2018). El uso de este reactivo podria ser una alternativa con
el fin de reducir costos sin afectar la integridad del RNA por ausencia de inhibidores de RNasas.
Sin embargo, no hemos probado los efectos de este compuesto sobre la ligacién y la transcripcidn

in vitro.
5.3.4 Detencion de la transcripcion in vitro

Dado que muchos laboratorios no cuentan con suficiente equipamiento para medir la generacidn
de fluorescencia en tiempo real, se buscaron alternativas que permitan la detencion de la
reaccion. Esto se ensayd mediante el empleo de AcONH4 a una concentracidn final de 0,5 M. Esto

permite la realizacion de un gran nimero de ensayos que se pueden detener para medir
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posteriormente. Si bien nuestros datos muestran que existe una disminucion de
aproximadamente un 40% en los niveles de fluorescencia previo a la adicion de AcONH4
(Figura 11), estos valores mantienen estables por durante al menos 3 horas (Figura 12) lo que

permitiria comparar reacciones que no se realizaron simultaneamente.

5.3.5 Efectos del aumento del RNA en reaccion

Los resultados mds inesperados se obtuvieron cuando se utilizé la concentracion de 200 nM de
gRNA-nsp9-mimic. La fluorescencia resulté ser aun mayor que la del Ctrl(+)nv (oligonucledtido
Ctrl-(+)-MGA-T7T), resultado que en un inicio era sugerente de que la transcripcion in vitro
resultaba mas eficiente a medida que aumentaba la concentracion de RNA total (Figura 14).
Cuando la TIV se efectué en presencia de 2 ng/ul de RNA total humano en la reaccién de
transcripcion, los resultados mostraron un aumento cercano al 40% en la intensidad de
fluorescencia a las 2 horas con respecto al control Ctrl(+)rv sin RNA externo. Esto no era un
resultado esperado en el contexto de otros resultados, significaria que concentraciones elevadas
de RNA en el sistema generarian un aumento en la fluorescencia del verde de malaquita o en la

eficiencia de la transcripcién in vitro.

El verde de malaquita se une a su aptamero en el bolsillo de unién que contiene una tétrada
especifica G-A-G-C y ademas, requiere otras bases que interaccionen con los anillos aromaticos.
Se ha descrito que puede unirse a ciertas estructuras conformadas por una tétrada de guaninas
(4Gs) o en estructuras formada por el apilamiento de las tétradas de guanina, conocidas como
cuadruplex-G (GQs). Estas son 4Gs un motivo comun en los aptdmeros inductores de
fluorescencia (Trachman lll y Ferré-D’Amaré, 2019). El verde de malaquita incluso puede unirse a
DNA monohebra con secuencias ricas en guanina que forman dichos GQs, donde la unién del
verde de malaquita genera la estabilizacion de esta conformacion aumentando la temperatura

de melting (Uday cols., 2017).

Las tétradas y los cuddruplex de guanina son estructuras no candnicas formadas en DNA o RNA
por cuatro guaninas que interaccién mediante el apareamiento Hoogsten. Se ha discutido y

cuestionado la formacion y funcién in vivo de estas estructuras para el caso de los RNA.
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Actualmente se ha documentado y validado su existencia y formacién in vitro. Estas estructuras
pueden formarse por una sola cadena de acidos nucleicos (intermolecular), o por interacciones
con otras cadenas (intramolecular) (Banco y Ferré-D'Amaré, 2021). En consideracion a la
heterogeneidad de transcritos en extractos de RNA total, es posible que transcritos presenten
secuencias que formen los 4Gs o GQs. Por ende, sugiriendo que el verde de malaquita se uniria a
una poblacién de RNA que potencialmente formen estas estructuras, independientemente de la

presencia del aptamero de verde de malaquita.

El aumento de la fluorescencia evidenciado cuando se realiza la transcripcién del templado
Ctrl-(+)-MGA-T7T en presencia de 40 ng de RNA total podria ser respondido por la presencia
hipotética de estructuras 4Gs o GQs, seria esperable que este RNA externo genere un aumento
en los niveles basales de fluorescencia. Sin embargo, este evento no ocurrié en los controles
negativos (Ctrl(-)uc) de dicho ensayo, por lo que el RNA humano por si solo no estaria generando
el aumento de la fluorescencia ni actuando como tablilla para ligacién inespecifica (Figura 15).
Por otra parte, al realizar la ligaciéon con 200 nM de gRNA-nsp9-mimic se obtuvo incluso mayor
fluorescencia que la correspondiente al Ctrl(+)myv (Figura 14). Aparentemente el Unico factor

comun en estos resultados de TIV pareciera ser el aumento de cantidad total de RNA en solucién.

El aumento de la cantidad de macromoléculas, en este caso de RNA, en un mismo volumen reduce
el espacio fisico donde puede existir cada molécula (volumen excluido) y la disponibilidad del
solvente, alterando el equilibrio entre RNA estructurado y RNA no estructurado, favoreciendo el
plegamiento del RNA (Kilburn y cols., 2010). El aumento de las macromoléculas en condiciones
in vitro genera un efecto que imita el crowding molecular, alterando la viscosidad local alrededor
de las macromoléculas (microviscosidad), disminuyendo las necesidades salinas para la formacion

de estructuras y estabilizando estas mismas (Fiorini y cols., 2015; DasGupta, 2020).

En la literatura se reporta que la fluorescencia del verde de malaquita puede ser afectada
directamente por la viscosidad del medio, pues el aumento de la viscosidad reduce la libertad
rotacional de los anillos aromaticos, impidiendo la desexcitacidén vibracional, aumentando su
fluorescencia, lo que incluso se esta utilizando como sensor de viscosidad local

(Funaday cols., 2015, Trachman y cols, 2017). Ademas, se ha reportado que el aumento de la
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viscosidad genera el incremento en la tasa de polimerizacién de la RNA polimerasa T7, en
concentraciones entre 5%-30% de glicerol; por el contrario, concentraciones cercanas al 50% de

glicerol reducen la tasa de polimerizacion luego de una hora de reaccién (Moony cols., 2021).

De esta forma, una posible explicaciéon al aumento de los niveles de fluorescencia frente al
aumento de la concentracién de RNA en el sistema, seria que el aumento de este RNA en solucion
podria generar un efecto sinérgico: favoreciendo la estructuracion y formacién de tétradas que
puedan unir al verde de malaquita (en el caso del RNA externo), estabilizando la interaccidn entre
el verde de malaquita y el MGA, mejorando los rendimientos de la transcripcién in vitro. Esta es
una hipédtesis aventurada que requiere de mucho mas analisis, pero resulta interesante al
considerar el potencial empleo que tiene el aptasensor de verde de malaquita para deteccion en

clinica.
5.4 Factibilidad del empleo de aptasensores fluorescentes en clinica

Cabe destacar que al momento de desarrollar esta memoria de titulo (abril-diciembre 2020), no
existian métodos publicados que apuntaran a la deteccidon de SARS-CoV-2 utilizando aptdmeros
fluorescentes mediante ligacidn entablillada y posterior transcripcion in vitro. El dia 4 de
diciembre de 2020 se publicé un articulo basado en el método Ying y cols (2018) con una
propuesta similar a la de este trabajo, aunque con algunas diferencias (Woo y cols., 2020). Al igual
que en Ying y cols. (2018), en el articulo mencionado se emplean dos oligonucleétidos de DNA,
pero en la construccién que se encuentra el promotor de la RNA polimerasa T7, se extiende esta
region afiadiendo un linker y la secuencia complementaria al promotor (equivalente al
oligonucleétido PT7 de este trabajo). La adicién de esta secuencia a la construccién permite la
generacién de una horquilla para formar asi directamente el promotor T7 de doble hebra. Otra
de las optimizaciones que reportan es la realizacion de la ligacion entablillada de los
oligonucleétidos y posterior transcripcion in vitro en paralelo (acoplada) en el mismo volumen de
reaccion, lo que reduce considerablemente los tiempos necesarios. Finalmente, los
investigadores reportan la factibilidad de su técnica en la deteccidn directamente en muestras
clinicas con solo un tratamiento previo de lisis térmica o quimica, pero sin extraccion de RNA con

un limite de deteccion del orden de los aM (Woo y cols., 2020).
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En esta memoria de titulo se barajaron varias de las alternativas previamente descritas, como la
amplificacién mediante RCT, la realizacion de las reacciones acopladas, o la formacion del
promotor T7 doble hebra mediante la generacién de una horquilla; pero creiamos primordial el
conocimiento y optimizacion de ambas reacciones por separado para luego explorar ambas
reacciones en conjunto. Existen diversas posibilidades de optimizacién del método descrito, pero
en vista del avance de la pandemia, se necesitan métodos altamente sensibles para la deteccidn
de RNA gendmico. Creemos que en base a los antecedentes discutidos, se presenta una
optimizacidn o bien una alternativa relativamente mas sencilla al método descrito por Ying y cols
(2018), que no requiere de purificaciones posteriores a la transcripcion in vitro, con un limite de
deteccidon de 20 nM equivalente a 6.022x10* copias del RNA por ml. Alin estamos lejos del limite
de deteccién del RT-gPCR, cercano a 100 copias de RNA viral por ml (Arnaut y cols., 2020) o del
método de Woo y cols. (2020) del orden de lo aM.

5.5 Proyecciones

Los resultados obtenidos en esta memoria de titulo en conjunto con la revision bibliografica
desarrollada en la discusion, presentan la oportunidad de optimizacién del método propuesto. La
optimizacién de esta metodologia puede permitir ampliar su empleo en la deteccién de diversos
tipos de RNA, como por ejemplo mRNA o tRNA y no solo gRNA o RNA pequefios. Cabe destacar,
por ejemplo, la produccion de cDNA mediante transcripcion inversa de los tRNA resulta ser
deficiente debido a su estructura y especialmente debido a las modificaciones
post-transcripcionales de los mismos (Zheng y cols., 2015). Por ello, este método podria
presentarse como una alternativa para la deteccion de estos acidos nucleicos. Ademas,
considerando de que la enzima SplintR DNA ligase puede ligar fragmentos de DNA cuando otra
hebra ssDNA actua como tablilla (Takahashi y cols., 2018), es posible extender el uso de esta
metodologia a la deteccion de DNA. Finalmente, el empleo de tablillas sintéticas permite la

generacion de sondas, la adicidn de etiquetas o adaptadores a secuencias de interés de DNA.

68



6. CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados en esta memoria de titulo:

Se estandarizé las condiciones de transcripcidn in vitro, generando un protocolo de
reaccidén que permite el monitoreo de la produccion del aptamero de verde de malaquita
en tiempo real y detencién de la reaccién.

Se estandarizo la reaccion de ligacion entablillada, alcanzando un limite de deteccién de
20 nM de RNA blanco. No utilizar el tampdn de hibridacién en la mezcla de reaccidn
permite aumentar en aproximadamente 5 veces los niveles de fluorescencia

Se logré generar un método de deteccion de RNA independiente de DNA polimerasa y
transcriptasa inversa, que debido a su limite de deteccidon alcanzado es dificiimente
aplicable en el area clinica. No obstante, reportes en la bibliografia indican que es posible
disminuir los limites de deteccién mediante la optimizacién del disefio de oligonucledtidos

de DNAy la realizacion de reacciones acopladas.
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8.ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

“IMPLEMENTACION DE NUEVO METODO DE DETECCION DE RNA DE
SARS-CoV-2 ALTERNATIVO A RT-qPCR, BASADO EN LA PRODUCCION DEL
APTAMERO DE VERDE DE MALAQUITA MEDIANTE LIGACION
ENTABLILLADA DE OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS Y POSTERIOR
TRANSCRIPCION IN VITRO"

Nombre del Investigador principal: Assaf Katz Zondek

Institucion: Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile

Teléfono: 562-29786073

La estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion: Implementacion
de nuevo método de deteccion de RNA de SARS-CoV-2 alternativo a RT-qPCR,
basado en la produccion del aptamero de verde de malaquita mediante ligacion
entablillada de oligonucleétido especificos y posterior transcripcion in vitro.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivo la implementacion de un nuevo
método de deteccion de SARS-CoV-2 alternativo a RT-qPCR.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar, el procedimiento consiste en la toma de
sangre venosa (tomada de alguna de las extremidades del paciente por personal
con experiencia para el procedimiento), la cual sera utilizada para la extraccion de
acido ribonucleico (RNA) en un momento posterior en un laboratorio de ciencias
biomédicas. No se guardaran muestras para estudios posteriores y seran
desechadas segun el protocolo para eliminacion de material bioldgico de la “Unidad
de Prevencion de Riesgos” de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
El laboratorio cuenta con la certificacion de bioseguridad requerida.

Riesgos: La toma de la muestra representa un riesgo bajo. Esta se efectuara por
personal capacitado y bajo condiciones de seguridad y de asepsia rigurosa.

En el caso de la toma de muestra sanguinea, puede producirse un minimo
hematoma en la zona del pinchazo, por lo que sera conveniente que después se
realice presion sobre la zona puncionada.

Complicaciones: En algunos pacientes, por sus caracteristicas individuales,
resulta dificil extraer la muestra de sangre, por lo que tal vez sea preciso puncionarle
repetidas veces hasta obtener la muestra de sangre.

Costos: El estudio que se realizara con la muestra sanguinea no tiene costo para
usted ya que todos los procedimientos que se efectuaran posteriormente a la toma
de la misma.
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Beneficios: La participacibn en este proyecto permitird estudiar los efectos
generados en el método de deteccion que se busca implementar, por la presencia
de RNA proveniente de muestras humanas. Sin embargo, no hay beneficios para
quienes participen en esta investigacion.

Compensacion: Ud. no recibirA ninguna compensacion economica por su
participacion en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participaciéon en este estudio
sera tratada con estricta privacidad, lo que incluye el acceso de los investigadores
0 agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier publicacion o comunicaciéon
cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente andnima.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria.
Adicionalmente, usted puede rehusar participar y puede cambiar de opinién
después que ha aceptado donar sangre.

Derechos del participante: Usted recibira una copia integra y escrita de este
documento firmado.

Si Ud. requiere cualquier otra informacién sobre su participacion en este estudio
puede llamar a:

Director del Proyecto: Dr. Assaf Katz: 562-29789584

Conclusién: Después de haber recibido y comprendido la informacion de este
documento y de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento
para participar en el proyecto

Dr. Lorenzo Leiva Araya e . NI 26/10/2020
Nombre del Participante h Firma/ | Fecha
_— A
Juan Pablo Martinez Huaiquimilla 7 i ‘A/ 26/10/2020
Nombre del informante | Firma [ | Fecha
o 1
L. ' AU
Juan Pablo Martinez Huaiguimilla ”’/{’7"” 9\/ 26/10/2020
Nombre del investigador Fecha
Dr. Assaf Katz Zondek 26/10/2020
Nombre del director del proyecto Fecha

Este formulario de “Consentimiento informado” se firmara en triplicado para que el
participante, investigador responsable y director de proyecto posean las copias
correspondientes.
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