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Terminologia

cDNA: Cadena de DNA sintetizada artificialmente y que es complementaria a una
secuencia de RNA o DNA (Hastings, 2001).

Copias virales: Sindnimo de carga viral, habla de la cantidad de virus a lo que equivale
la carga genética que se mide.

Sensibilidad: Nivel de concordancia entre los resultados positivos y negativos de un

método de deteccidon contra su estandar.

Concentraciones:

M: Concentracion Molar, equivalente a mol de soluto por cada litro de disolucion.
(mol/L)

%: Expresién de porcentaje, puede representar un porcentaje masa/masa (g soluto
/100 g disolvente), masa/volumen (g soluto /100 mL disolvente), o volumen/volumen

(mL soluto /100 mL disolvente).
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Introduccion

SARS-CoV-2 y COVID-19

En diciembre de 2019 en Wuhan, China, se registraron cuadros clinicos de “neumonias
atipicas” que mas adelante se identificaron como una enfermedad infecciosa
denominada COVID-19 (por sus siglas en inglés Coronavirus Disease y su origen en el
ano 2019), cuyo agente causante se encontré al Coronavirus 2 a quien se le denominé
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2). En la actualidad, el brote se ha
caracterizado por ser una pandemia, que se ha propagado en 188 paises de todo el
mundo, con mas de 148 millones de casos confirmados (a 09:00 h del 28 de abril de
2021) y con una tasa de recuperacion del ~97.6% y de mortalidad del ~2.4% de
acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, WHO por sus siglas en inglés
“World Health Organization”); considerandose una emergencia de salud publica de
importancia internacional (WHO Coronavirus (COVID-19), 2021).

En México se han presentado mas de 900 mil casos, con una tasa de recuperacion del
~90.7% y de mortalidad del ~9.3%, constituyéndose como un evento historico de suma
importancia para la salud publica en diversos campos (WHO Coronavirus (COVID-19),
2021). La pandemia ha representado un desafio cientifico y social muy importante
especialmente en lo que se refiere a establecer cercos sanitarios que nos permitan
reducir de manera eficiente la propagacion mundial del SARS-CoV-2. Los gobiernos se
han visto obligados a tomar medidas de aislamiento y prevencién de contagios,
deteniendo las actividades no esenciales y limitando las esenciales, afectando asi la

economia mundial.

Una de las principales causas de la dificultad de establecer cercos sanitarios efectivos,
es que existe un alto indice de pacientes asintomaticos, lo que retrasa la deteccién y
tratamiento de los enfermos. Sin contar con que, dado que dichas medidas de

contencién tienen repercusiones importantes en la salud mental y emocional de la
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poblacion, las personas con sintomas leves o nulos encuentran dificil permanecer
aislados (Jayamohan et al., 2020; Mathuria et al., 2020; Weissleder et al., 2020).

Durante la pandemia, la comunidad cientifica ha trabajado sin descanso para conocer
mas sobre la enfermedad y la respuesta fisioldgica, psicologica y social de los seres
humanos a esta infeccion. Uno de los primeros avances importantes fue la
genotipificacion y descripcion del SARS-CoV-2, posteriormente y aun en ello, la

comprension del mecanismo de patogenicidad.
Estructura y mecanismo de patogenicidad del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia de los coronavirus (CoV). La secuenciacion de
genes de los CoV y los estudios de su zoonosis (cuando enfermedades infecciosas
pasan de animales a humanos) hasta ahora han permitido reconocer cuatro géneros,
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. Los CoV
Alfa y Beta se originan en los murciélagos e infectan Unicamente a los mamiferos,

mientras que los CoV Gamma y Delta infectan principalmente a las aves (Barik, 2021).

En particular, siete de estos virus estan relacionados con la enfermedad humana,
denominada coronavirus humano (HCoV). Cuatro HCoV (los Alfa CoV HCoV-229E y
HCoV-NL63 y los betacoronavirus HCoV-HKU1 y HCoV-OC43) suelen causar
infecciones leves y autolimitadas de las vias respiratorias con altas tasas de morbilidad.
Los otros tres HCoV categéricamente daininos son el SARS-CoV, el coronavirus del
sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y el SARS-CoV-2. El SARS-CoV
ya no circula en humanos. EI MERS-CoV persiste en humanos en Oriente Medio,
mientras que el SARS-CoV-2 sigue haciendo estragos en humanos en todo el mundo y

ha causado un impacto perjudicial en la salud y sociedad mundial (Rezaei, 2021).

El SARS-CoV-2 es un virus de RNA que contiene aproximadamente de 27 a 32 kb de
RNA monocatenario de sentido positivo (+ssRNA). Los beta CoVs tienen al menos seis
marcos abiertos de lectura (ORF) y muchos otros genes accesorios. EI numero, la

ubicacion y la identidad de los ORFs son variables entre los diversos géneros y virus.
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En el extremo 5’ terminal, dos tercios del genoma consta de dos ORF; ORF1 y ORF2.
Estos ORF codifican para dos poliproteinas, Ppla y Pplab, y se escinden
adicionalmente en 11 y 16 proteinas, respectivamente. En el extremo 3’ terminal se
encuentran los genes que codifican para diversas proteinas estructurales, como la
nucleocapside (N), la proteina de membrana (M), la proteina de la envoltura (E) y la
proteina espiga (S), que a su vez son esenciales para el mecanismo viral de

patogenicidad (Barik, 2021; Jayamohan et al., 2020; Mathuria et al., 2020).

A través de la secuenciacion del genoma viral del SARS-CoV-2 se ha revelado
informacion importante con la que se identificaron las variaciones gendmicas que
diferencian al SARS-CoV-2 de otros CoVs. El SARS-CoV-2 posee un 80% de similitud
con el SARS-CoV en su secuencia gendémica, porcentaje que disminuye al compararlo
con otros CoV (Rezaei, 2021). La identificacién de dichas variaciones, ha permitido el
desarrollo de cebadores y sondas utilizados para la deteccion especifica del
SARS-CoV-2, causante de la pandemia actual (Barik, 2021; Jayamohan et al., 2020;
Mathuria et al., 2020).

ns12.9
S —r— 5 I EEET) - Heov ocas
| s |4 [Ev s HCoV HKU1
HCoV NL63
HCoV 229E
MERS-CoV
SARS-CoV
| | SARS-CoV-2
L IS8 TS TR0 IS s THe

Imagen 1. Estructuras del genoma de SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.

Se colocan otros genes de los siete coronavirus humanos, que son OC43 (NC_006213.1), HKU1
(NC_006577.2), NL63 (NC_005831.2), 229E (NC_002645.1), MERS-CoV (NC_019843.3), SARS-CoV
(NC_004718.3) y SARS-CoV-2 (NC_045512.2). Todos los CoV contienen los genes estructurales S, E, M
y N, codifican las proteinas estructurales espiga, envoltura, membrana y nucleocapside,
respectivamente. Los genes accesorios son exclusivos de los distintos CoV (Rezaei 2021, Yan et al.
2020).
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Los mecanismos moleculares que conducen a la infeccion viral de los tejidos humanos
durante la enfermedad COVID-19 son ahora ampliamente conocidos. No obstante, la
investigacion sobre las propiedades especificas del virus o del hospedador que
impulsan la patogénesis de la enfermedad tisular, aun esta en progreso (Kumar et al.,
2020). La entrada del SARS-CoV-2 en las células humanas estd mediada por un
receptor en la superficie de la membrana celular llamado enzima convertidora de
angiotensina-2 (ACE2), que se une al dominio de unién al receptor (RBD) de la
proteina espiga (S) del SARS-CoV-2. Después de la unién a ACE2, se produce la
escision de la proteina S por las proteasas similares a la serina proteasa 2
transmembranal (TMPRSS2), la catepsina B o L (CTS-B o L) o la furina; éstos se
consideran los pasos esenciales para ejercer un efecto de fusion e infeccion por virus
en la membrana de la célula huésped (Mathuria et al., 2020). La unién especifica de la
proteina S al receptor ACE2, confiere una particularidad a la célula hospedadora que
ha sido motivo de estudio como uno de los principales blancos terapéuticos (Yan et al.,
2020).
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Imagen 2. Mecanismo celular de patogenicidad del SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 comienza uniéndose con su proteina S (RBD/S1) al receptor de la célula huésped ACE2,
produciendo un cambio conformacional en la subunidad S2 y facilitando asi su fusién con la membrana
plasmatica. Inmediatamente después de la liberacion del +ssRNA, la traduccién conduce a la formacion
de las poliproteinas no estructurales Ppla y Pplab, que se someten a un corte proteolitico y
eventualmente, se ensamblan con una replicasa funcional. La replicasa conduce a la formacién de un
intermedio de sentido negativo, que finalmente se replica para formar multiples copias de RNA gendémico
(gRNA), asi como un conjunto anidado de mRNAs subgendmicos (sgRNA) por transcripcion discontinua.
Estos sgRNA se traducen en varias proteinas estructurales y accesorias, que se ensamblan como virion
en el compartimento intermedio ubicado entre el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico (ERGIC),
para finalmente salir de la célula por exocitosis. Traducido a partir de (Yadav et al., 2021).

Los mecanismos de virulencia especificos del SARS-CoV-2 le permiten escapar de la
deteccidon por parte de las células inmunoldgicas del hospedero, o bien manipular las
respuestas inmunitarias del mismo. Esto incluye el retraso de la respuesta mediada por

interferones (INF) y de la produccion eficiente de anticuerpos neutralizantes (que
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previenen la infeccion), ademas del secuestro de la maquinaria de la célula huésped

para favorecer la replicacion viral (Mathuria et al., 2020).
Pruebas de deteccion para SARS-CoV-2

Uno de los principales problemas de esta pandemia, es que los sintomas asociados al
COVID-19 en los inicios del desarrollo de la enfermedad son muy similares a otras
enfermedades respiratorias y que, adicionalmente no existian métodos diagndsticos
desarrollados. Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (reaccion en cadena
de la polimerasa o PCR) se encuentran entre las herramientas mas utilizadas en el

panorama actual de pruebas de diagndéstico de COVID-19 (Jayamohan et al., 2020).

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa
(RT-gPCR) se considera el estandar de oro para la deteccién temprana de infecciones
por virus respiratorios en la fase aguda de la enfermedad como en el SARS-CoV-1y
MERS:; el SARS-CoV-2 no es diferente en ese sentido.

La RT-gPCR esencialmente comprende cuatro etapas: la lisis del SARS-CoV-2 en la
muestra, la purificaciéon del RNA viral, la transcripcién inversa al DNA complementario
(cDNA), la amplificacion de regiones especificas de dicho cDNA vy, por ultimo, la
deteccion éptica del cDNA amplificado. Dicha amplificacion se expresa en unidades de
ciclos de cuantificaciéon (CT), que indica el numero de ciclo en el que una curva de
amplificacion de PCR cumple un criterio matematico predefinido, tomando como

referente la amplificacion exponencial del DNA (Jayamohan et al., 2020).

Para la implementacion de esta prueba en la deteccion de SARS-CoV-2 y diagndstico
de COVID-19 se han realizado numerosos ensayos, que permiten identificar uno o mas
genes especificos del virus. Un estudio de la Universidad de Washington informé que el
gen E y los conjuntos de cebadores/sondas del gen N2 tienen una mayor sensibilidad
para el ensayo de deteccion del SARS-CoV-2. Sin embargo, otros autores han
estudiado y afirmado que el gen Orf1 también presenta resultados sensibles y

especificos (Corman et al., 2020).
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A pesar de ser el estandar de oro, se han encontrado vulnerabilidades en los aspectos
preanaliticos y analiticos del ensayo. Los aspectos analiticos incluyen las variaciones
atribuidas a la carga viral o al momento de la toma de muestra en relacion con la
progresion de la enfermedad. Se ha demostrado que la probabilidad de obtener falsos
negativos mediante RT-PCR (a partir de hisopados nasofaringeos u orofaringeos)
disminuye desde el dia de la infeccién (100%) hasta la aparicion de los sintomas
(38%). Los falsos negativos mas bajos se observan si las muestras se toman a los 3
dias después del inicio de los sintomas antes de aumentar de nuevo hacia el final del

desarrollo de la infeccion a los 12 dias (Mathuria et al., 2020).

De particular relevancia ha sido la identificacién del mejor sitio en el tracto respiratorio
para probar la presencia de material genético viral. En este y muchos casos, la
recoleccion de muestras apropiadas es crucial para la deteccion de la mayoria de los
casos infectados de COVID-19. En estudios mas recientes, se encontrd que
comparando el resultado de la RT-gPCR con cultivos virales, se obtiene un 92.6% de
resultados positivos concordantes en pacientes sintomaticos (que presentan sintomas)
y 78.6% en asintomaticos (que no presentan sintomas) (Comber et al.,, 2020;

Jayamohan et al., 2020; Prince-Guerra, 2021).

Si bien dichas pruebas resultan confiables y se han establecido como el estandar de
oro, requieren de equipos sofisticados y kits costosos, ademas de la experiencia de las
personas que realizan la prueba. Esto representa una limitante en la cantidad de
pruebas que se pueden realizar y su precision general, principalmente en zonas

marginadas del pais, en particular cuando se consideran las pruebas masivas.

Con el fin de atacar dicha problematica, se han desarrollado pruebas rapidas para la
deteccidon de los antigenos presentes en la membrana y la capside del SARS-CoV-2.
Considerando que poco después de la apariciéon de los sintomas de COVID-19, tanto el
RNA como las proteinas virales (antigenos), especialmente la proteina espiga, pueden

detectarse en las muestras nasofaringeas (Augustine et al., 2020).
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Estas pruebas brindan un resultado 15-30 min después de colocar la muestra, tienen
un menor costo y no requieren que un profesional en el area las realice (Prince-Guerra,
2021). La prueba consiste en la entrega de un kit que contiene un hisopo para la toma
de un exudado nasofaringeo, una disolucién amortiguadora en la que se coloca dicho
hisopo y el cartucho en el que se coloca y eluye la muestra. Estas pruebas de flujo
lateral se basan en la inmunocromatografia y muestran la presencia del antigeno del
SARS-CoV-2 mediante una linea coloreada (Schildgen et al., 2021).

No obstante, la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en
inglés “Food and Drug Administration”) en los E.E.U.U. unicamente ha aprobado el uso
de las pruebas rapidas en pacientes sintomaticos. Esto se debe a que se realizaron
diversos estudios comparando los resultados de dichas pruebas rapidas con la
RT-gPCR. Se encontré un 64.2% de resultados positivos concordantes en pacientes
sintomaticos y del 35.8% en pacientes asintomaticos, mientras que para ambos casos

se encontrdé un 100% de resultados negativos concordantes (Prince-Guerra, 2021).

Los bajos porcentajes en la concordancia de resultados positivos resultan ser una
desventaja importante para el uso de las pruebas rapidas de antigenos. Si bien son
pruebas que te entregan un resultado en corto tiempo y de bajo costo, no tienen una
confiabilidad cercana a la del estandar de oro en pacientes asintomaticos o con
sintomas leves, lo que limita el rastreo de potenciales focos de infeccion. Su
interpretacion debe manejarse con sumo cuidado y un diagnostico certero debe
establecerse con base en los cuadros clinicos de cada paciente, auxiliados por un

médico.
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Antecedentes

Los acidos nucleicos y sus enlaces.

Los biosensores de RNA tienen como fundamento una serie de procesos bioquimicos.
Un proceso bioquimico es aquel que involucra las reacciones o interacciones quimicas

que ocurren comunmente en un organismo bioldgico.

Los acidos nucleicos son un tipo importante de macromoléculas presentes en todas las
células y virus. Las funciones de los acidos nucleicos tienen que ver con el
almacenamiento y la expresién de informacion genética. El acido desoxirribonucleico
(DNA) codifica la informacion que la célula necesita para fabricar proteinas. Un tipo de
acido nucleico relacionado con él, llamado acido ribonucleico (RNA) presenta diversas
formas moleculares (MRNA, tRNA, miRNA, rRNA, entre otras) y participa en la sintesis

de las proteinas.

Tanto el DNA como el RNA estan formados por nucleétidos. Estas estructuras estan
conformadas por un azucar ribosa (RNA) o desoxirribosa (DNA), una base nitrogenada

y grupos funcionales fosfato (PO,*).

Dentro de la estructura nucleotidica se encuentran numerosos enlaces covalentes.
Estos enlaces se caracterizan por ser interacciones fuertes en las que dos atomos
comparten los electrones de su nivel energético u orbital mas externo. Gracias a ello se

alcanza el llamado “octeto” que es el nivel maximo de estabilidad en una molécula.

Los acidos nucleicos monocatenarios (de una sola cadena; cDNA, ssDNA, RNA) se
reconocen entre si de forma antiparalela y de acuerdo a la teoria de
complementariedad de bases. Esta consiste en que la base adenina (A) se apareja con
la base timina (T) en caso de ser DNA o uracilo (U) en caso de ser RNA; y la base

guanina (G) con la base citosina (C) (Karp et al., 2015).
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Dicha complementariedad se da debido a la estructura quimica de las bases
nitrogenadas. Estan conformadas principalmente por anillos aromaticos heterociclicos.
Las bases puricas (A y G) contienen un penta y un hexa heterociclo unidos para formar
un anillo de nombre purina. Por lo que a dichas bases también se les denomina

purinas.

Surco mayor

Surco mayor

Surco menor

Imagen 3. Estructura de los pares de bases de Watson y Crick.

El modelo original mostraba tanto el par A-T como el G-C con dos enlaces de hidrégeno; el tercer enlace
de hidrogeno en el par G-C fue identificado después por Linus Pauling. Las esferas negras representan
al atomo de carbono, las azules al nitrégeno, las rojas al oxigeno y las blancas al hidrogeno. La linea
punteada representa el enlace o puente de hidrégeno. (Karp et al., 2015)

Por otro lado, las bases pirimidicas (T, U y C) contienen un solo anillo heterociclico de
seis elementos llamado pirimidina, razén por la cual también se les denomina

pirimidinas (Chang & Goldsby, 2015).

Tanto la purina como la pirimidina contienen atomos de nitrégeno en su estructura. El
nitrogeno es un atomo altamente electronegativo, es decir, tiene una alta capacidad de
atraer electrones. Ademas, estas estructuras contienen numerosos atomos de

hidrégeno que permiten la formacién de puentes de hidrogeno.

Los puentes o enlaces de hidrégeno son un tipo de enlace débil que se forma entre dos
atomos (un donador y un aceptor de hidrégeno) altamente electronegativos y un atomo

de hidrégeno unido covalentemente a uno de los dos atomos mencionados.

De acuerdo a la estructura quimica de las bases, se forman dos (A=T/U) o tres (G=C)
enlaces de hidrégeno. El alto numero de estos enlaces permite la estabilidad y

especificidad del reconocimiento y union de las moléculas monocatenarias de acidos
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nucleicos, a lo que se le denomina hibridacion. Dichos enlaces ademas estan
acompanados de otras interacciones débiles como las electrostaticas y otras fuerzas de

Van der Waals que aumentan la estabilidad en la molécula.

Las fuerzas electrostaticas son aquellas que se forman entre dos atomos o moléculas
cargadas. Los acidos nucleicos tienden a ionizarse donando un ion hidrégeno (H")
presente en sus grupos fosfato. Esta caracteristica les confiere cargas negativas que

pueden interaccionar con cargas positivas presentes en su entorno.

Finalmente, el nombre &cido nucleico se relaciona con la definicion de Arrhenius de un
acido, que consiste en una especie donadora de cationes hidrégeno (H*). Al disociarse,
los cationes H* entran en un equilibrio quimico con las moléculas de agua que rodean a
la molécula donadora, formando enlaces covalentes de coordinacion con la misma para
obtener cationes hidronio (H;O%). En los enlaces covalentes de coordinaciéon sélo un
atomo es el donador del par de electrones necesario para unir a los dos atomos. Si
existen dos 0 mas de estos enlaces en una molécula, se habla de un complejo o

compuesto de coordinacién.

Un compuesto de coordinacion o complejo es el resultado de la interaccion de un
atomo central y una o varias bases de Lewis (donadoras de electrones) llamadas
ligandos. El atomo central es generalmente un metal que tiene espacios vacios en su
orbital mas externo, mientras que el ligando es una especie con pares de electrones

libres en el mismo.
Fundamento de las reacciones quimicas organicas

El carbono es un elemento abundante en las macromoléculas biologicas. En los acidos
nucleicos tiene un papel importante en la estructura base de los azucares, al igual que
de las bases nitrogenadas. A diferencia de la mayoria de los otros elementos, el
carbono forma enlaces fuertes con otros atomos de carbono y con una amplia variedad
de elementos (H, O, N, P, S, etc.).

Se pueden generar cadenas y anillos de atomos de carbono para formar una variedad
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infinita de moléculas, y es esta diversidad de compuestos del carbono la que

representa la base de la vida en la Tierra (Simek & Wade, 2009).

Los seres vivos estan formados principalmente de compuestos organicos complejos,
los cuales se ocupan de sus funciones estructurales, quimicas o genéticas. El término
“organico” significa literalmente “derivado de los organismos vivos”. Dicho término se
ha ido adaptando con el tiempo, hasta considerar como “organicos” a todos aquellos

compuestos derivados de cadenas de carbono.

Los compuestos organicos pueden sufrir una innumerable cantidad de reacciones
(sustitucion, eliminacion, oxido-reduccion, entre otras). Para comprender a profundidad
una reaccion es necesario conocer su mecanismo; es decir, una descripcion detallada
de los pasos que siguen los reactivos para formar los productos. Para saber qué tan
bien una reaccidn ocurre hacia la formacion de los productos, se estudia su
termodinamica. La termodinamica habla de los intercambios de energia de la reaccion
en un equilibrio quimico entre los reactivos y la formacién de productos. Las cantidades
de reactivos y productos presentes en el equilibrio dependen de sus estabilidades

relativas.

Aun cuando dicho equilibrio puede tender hacia la formacién de un producto, es posible
que la reaccion no se lleve a cabo a una rapidez util. Para utilizar una reaccién en un
periodo de tiempo real, se estudia su cinética. Esta es la variacidon de la rapidez de la
reaccion bajo diferentes condiciones y concentraciones de reactivos. Comprender la
cinética de una reaccién ayuda a proponer mecanismos de reaccion consistentes con

el comportamiento que se observa (Simek & Wade, 2009).

La cinética de una reacciéon puede verse afectada por factores como la temperatura, la
presion, la concentracion de reactivos, entre otros. Las concentraciones de los
reactivos y productos en el equilibrio estan determinadas por la constante de equilibrio

de la reaccion (K,).

El que ocurra 0 no una reaccién quimica depende de la reactividad de los grupos
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funcionales presentes en los reactivos. Estos a su vez dependen de la composicion
elemental de dichas moléculas y de la estabilidad de sus radicales libres. La formacion
de radicales libres e intermediarios reactivos (carbocationes, carbaniones, entre otros)

es el paso de iniciacion para que ocurra una reaccion entre moléculas organicas.

Seguido de esto, se encuentran los pasos de propagacion. Son aquellos pasos de una
reaccion en cadena que se repiten una y otra vez para formar el producto. Finalmente
ocurren los pasos de terminacién, pasos en los que se consume el reactivo

intermediario sin que se genere otro y la reaccién llega al equilibrio.

El fundamento del método experimental estudiado en esta tesis es el uso de
macromoléculas organicas (cCDNA, ssDNA, fluorocromos, entre otras). De acuerdo a su
composicién quimica, dichas moléculas pueden sufrir cambios en su estructura debido

a la presencia de reactivos que favorecen ciertas reacciones quimicas.
Biosensores

Los biosensores son dispositivos analiticos que incorporan un material biolégico y
estdan asociados o integrados en un transductor fisicoquimico o microsistema de
transduccion. El transductor puede ser Optico, electroquimico, termomeétrico,

piezoeléctrico, magnético o micromecanico.

A partir de dicho concepto, surgié en 2015 un proyecto con el equipo de investigacion
de la Dra. Catalina Stern Fogach en la Facultad de Ciencias (FC) de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM), conformado por la Dra. Tatiana Fiordelisio, el
Dr. Mathieu Hautefeuille y alumnos de doctorado, quienes desarrollaron la invencién
denominada Dispositivo para la deteccion y medicion de biomoléculas usando como
muestra un fluido corporal. Este dispositivo puede detectar biomoléculas en una
muestra de fluido corporal utilizando la combinacion de dos métodos. Uno de ellos
consiste en un método oOptico que permite la inmunodeteccién, empleando anticuerpos
especificos para la deteccion de moléculas como insulina, hemoglobina glicosilada,

estradiol, testosterona, prolactina, somatotropina, tirotropina, entre otras. El segundo,
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es un método electroquimico para detectar moléculas como glucosa, colesterol,

creatinina, acido urico, triglicéridos, entre otras.

Las dos grandes ventajas de este dispositivo son que se pueden detectar de manera
simultdnea distintos analitos, que es portatil, de facil uso y con la posibilidad de

miniaturizacién (adaptacién en chip).
Biosensor para deteccion de acidos nucleicos

Mas adelante y con esta misma idea, en el Laboratorio de Neuroendocrinologia
Comparada dirigido por la Dra. Tatiana Fiordelisio en la FC de la UNAM, surgi6 la
prueba de hibridacion de competencia para la deteccion de acidos nucleicos
empleando microperlas magnéticas (biosensor de acidos nucleicos). Posteriormente, el
laboratorio se incorporé al Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para
Diagnéstico y Terapia (LaNSBioDyT), adoptando a su vez, el Sistema de Gestion de
Calidad con base en la ISO 9001.

Para los biosensores de acidos nucleicos se utilizan particulas o perlas magnéticas
acopladas a estreptavidina, una proteina particular que reconoce a otra llamada biotina
que se acopla a la cadena de cDNA a utilizar (ssDNA-biotinilado). El reconocimiento de
la estreptavidina de la Dynabead™ (perla magnética) y la biotina de los
ssDNA-biotinilados, es una de las interacciones biolégicas no covalentes mas fuertes
conocidas, con una constante de disociacién (Ky) de ~10"* M. (Corman et al., 2020;
Luong & Vashist, 2020) De acuerdo a estudios de acoplamiento molecular, esta unién
estd mediada por numerosos puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals,
interacciones formadas principalmente entre los residuos de triptéfano y fenilalanina de

cada proteina (Stayton et al., 1999).

Las particulas magnéticas, inventadas en Noruega, son el estandar de oro para la
captura, aislamiento y manejo de moléculas biotiniladas (acopladas a biotina). Han sido
utilizadas en laboratorios de todo el mundo durante mas de 20 afios y a su vez, son

atractivas para una amplia variedad de aplicaciones, tales como inmunoensayos,
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aislamiento y purificacion de acidos nucleicos, proteinas y/u organelos celulares, entre

otras. Tanto el tamafo de la molécula biotinilada como el procedimiento de biotinilacidon

afectan su capacidad de union, que depende ademas del impedimento estérico, de la

interaccion de carga perla-molécula y de las interacciones intermoleculares.

Biosensor para deteccion de SARS-CoV-2 y diagnéstico de COVID-19

Debido a la pandemia, se centraron los esfuerzos en el desarrollo y estandarizacion de

un biosensor para diagnéstico de COVID-19. Esto se realizdé con base en la deteccion

del genoma del SARS-CoV-2, particularmente de los genes blanco que se utilizan para

su detecciéon a través de la RT-gPCR. El biosensor de acidos nucléicos, consiste

esencialmente en 3 etapas:

1)

2)

3)

Funcionalizaciéon. Proceso en el que las perlas magnéticas (Dynabeads™
M-270 Estreptavidina) son cubiertas con una molécula de biotina que esta unida
a una secuencia sintética similar a la del analito que se requiera detectar
(ssDNA-biotinilado). Para este particular caso, la secuencia es similar a la de los

genes Ny E presentes en el SARS-CoV-2.

Reaccion de competencia. Los analitos a medir (RNA sintético o RNA viral
presente en muestras de pacientes COVID-19) reaccionan por hibridacion con
secuencias complementarias marcadas como elementos de deteccién (acido
nucleico marcado fluorescentemente o cDNA-fluorescente), dejando libre una

cantidad inversa a la concentracion de la molécula a detectar.

Reaccion de deteccidon. Posterior a la competencia, las perlas magnéticas
funcionalizadas reaccionan por hibridacion con los elementos de deteccion libres
y se procede a la mediciéon de la marca emitida en las particulas magnéticas a

través de un lector de fluorescencia.

En el desarrollo de este método experimental, estan involucradas una serie de

interacciones fisicas, bioquimicas y quimicas que se encuentran interrelacionadas. Un

ejemplo de las primeras son las que se presentan en la etapa de funcionalizacién. Las
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perlas magnéticas estan hechas de particulas de Oxido de hierro recubiertas de
polimeros con diametros que van desde 35 nm hasta 4.5 pm. Exhiben una cualidad
unica llamada superparamagnetismo en presencia de un campo magnético externo, es
decir, que son susceptibles a un campo magnético externo, pero no presentan

propiedades magnéticas entre ellas.

Algunas de las interacciones del segundo tipo (bioquimicas), se presentan en cada
paso de la metodologia experimental. En la unién de la estreptavidina acoplada a la
perla magnética con la biotina del ssDNA-biotinilado, ocurre una interaccién bioquimica
de reconocimiento. Dicho reconocimiento se encuentra abundantemente en la
naturaleza, entre la biotina y la avidina. En la bacteria Streptomyces avidinii se ha
encontrado un homologo de la avidina que se une de manera similar a la biotina, la
estreptavidina. Asimismo, el reconocimiento de las hebras de ssDNA-cDNA-RNA es un

proceso bioquimico que se ha adaptado para lograr un objetivo especifico.

Finalmente, las interacciones quimicas estan presentes en las dos interacciones
anteriores. La aleacion de la que estan hechas las perlas magnéticas es consecuencia
de wun proceso quimico que le confiere dichas caracteristicas. La unién
biotina-estreptavidina se da debido a la formacién de enlaces quimicos entre ellas. El
reconocimiento entre las hebras de ssDNA-cDNA-RNA se da con la formacién de
puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas entre las bases nitrogenadas

presentes en los acidos nucleicos.

En la segunda etapa del método (competencia) se utilizan cDNAs acoplados a un
fluorocromo o fluoroforo (cDNA-fluorescente), es decir, un componente que le confiere
fluorescencia a dichos cDNAs. En esta etapa ocurre la primera hibridacion, que
corresponde a la del RNA viral (en caso de encontrarse en la muestra) con el
cDNA-fluorescente. En dicha hibridacién, idealmente el RNA reconoce a su secuencia
complementaria y se unen las bases nitrogenadas de cada acido nucleico formando

puentes de hidrégeno.
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El fendmeno de fluorescencia es un tipo de luminiscencia debido a estados
electronicamente excitados. Estos estados se dan cuando los electrones en niveles
basales de energia son excitados por una longitud de onda determinada, absorbiendo
dicha energia y subiendo su nivel energético. Al regresar los electrones a su nivel
energético basal, pierden energia debido a las vibraciones moleculares y finalmente
liberan la energia absorbida en forma de luz a una longitud de onda menor, a lo que se

denomina emision, dando asi la fluorescencia.

Para determinar de manera especifica el espectro de emision del analito, es necesario
determinar su longitud de onda de absorcidon o absorbancia. La absorbancia es la
relacion logaritmica de la luz resultante después de incidir en una sustancia. En otras
palabras, es un parametro con el que se mide la cantidad de luz perdida debido a su

choque con las sustancias presentes en una disolucion (Eichler et al., 2018).

El mayor indice de fluorescencia se da en moléculas que contienen grupos funcionales
aromaticos. No obstante, los compuestos que contienen estructuras alifaticas y
aliciclicas de carbonilo o estructuras con dobles enlaces conjugados también pueden

presentarla (Sanderson et al., 2014).
Tratamiento general de muestras

Las muestras clinicas a tratar, se obtienen a partir de un exudado faringeo. El hisopo se
coloca en un medio de transporte viral (MTV) con el fin de conservar la muestra integra
durante el transporte del sitio de la toma de muestra hasta el laboratorio clinico. Los
componentes del MTV pueden variar de un fabricante a otro, sin embargo, de forma

general contiene:

e Disoluciones salinas isotonicas enriquecidas con proteinas (albumina de suero

bovino) y aminoacidos (L-cisteina, acido L-glutamico),

e Buffer (HEPES) e indicador (Rojo fenol) de pH para amortiguar y detectar los

posibles cambios de pH respectivamente.
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e Antibidticos (vancomicina, colistina, estreptomicina, penicilina, etc.) vy
antifungicos (anfotericina B) para inhibir la proliferacion de bacterias y levaduras

competidoras.

e Crioprotectores (sacarosa) que facilitan la conservacion de los virus en caso de

congelar las muestras para un almacenamiento prolongado.

Para realizar las pruebas de forma segura, se inactiva la muestra con una disolucién de
inactivacion. De igual manera, sus componentes pueden variar de un fabricante a otro,

no obstante, de forma general contienen:

e Detergentes o agentes reductores (B-mercaptoetanol), para lisar la membrana

plasmatica de las células hospedadoras.

e Disolventes organicos (fenol, cloroformo), para el aislamiento de moléculas con

base en sus propiedades hidrofilicas e hidrofébicas.
e Sales amortiguadoras de pH (EDTA, fosfatos y/o sulfatos).

e Otras sustancias quimicas desnaturalizantes de proteinas, lipidos, entre otras

moléculas contaminantes del RNA.

Los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés
“Centers for Disease Control and Prevention”) en los E.E.U.U. han estandarizado un
protocolo de preparacién y una formulacion de MTV para cultivo u otros medios de

detecciodn viral con su respectivo control de calidad (Mathuria et al., 2020).

En la etapa final del método experimental (deteccion) ocurre una ultima hibridacién, que
se da entre el cDNA-fluorescente que no se unié al RNA viral y el cDNA unido a la perla
magnética funcionalizada, donde se da un reconocimiento entre acidos nucleicos

similar a la etapa de competencia.

De manera comercial, se pretende adaptar la técnica a un kit, con el fin de entregar al

consumidor una placa de ELISA con las perlas magnéticas funcionalizadas y una placa
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de PCR con los cDNA-fluorescentes, de forma que el analista unicamente coloque la

muestra del paciente en dicha placa de PCR para la reaccién de competencia y

posteriormente realice la deteccion en la placa de ELISA.
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Imagen 4. Plan de trabajo e implementacion de la prueba de hibridacién en hospitales.
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Hipotesis

P

Si la base del biosensor de &cidos nucleicos es su hibridacion y deteccion por
fluorescencia, entonces cualquier alteracion sobre estos dos procesos tendra como
consecuencia un resultado erréneo.

Para el tratamiento de muestras clinicas se utilizan diferentes sustancias quimicas con
propiedades caotrépicas y de degradacion de lipidos, con el fin de inactivar el virus y
conservar su material genético. Algunas de estas sustancias pueden interaccionar con
los componentes de la prueba y por lo tanto, con sus procesos base.

El medio de transporte viral (MTV) puede tener un amplio espectro de fluorescencia
debido a la presencia del rojo de fenol en su formulacién.

El tiocianato de guanidinio contenido en el TRIzol™ puede formar heterociclos al
reaccionar con los fluoréforos utilizados. Ademas, puede unirse como ligando a un
atomo metalico central para formar un compuesto de coordinacion que puede interferir
en la hibridacién de los acidos nucleicos de la prueba.

El RNA humano obtenido al tomar la muestra, puede interferir por impedimento estérico

en la hibridacién de los acidos nucleicos de la prueba con el RNA viral a detectar.

Objetivo general

Estudiar el efecto de las interacciones quimicas que se establecen entre las sustancias
presentes en el tratamiento de muestras de pacientes COVID-19 y los componentes de
la prueba de hibridacion de competencia para la deteccion de acidos nucleicos
empleando microperlas magnéticas, con el fin de establecer una condicion especifica

como parte de la estandarizacién y validacién de la misma.
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Objetivos particulares

e Describir los componentes de las disoluciones utilizadas en el tratamiento de
muestras de pacientes a diagnosticar para COVID-19.

e Describir las interacciones quimicas que se establecen entre las muestras
tratadas y los componentes de la prueba.

e Determinar si existe una variacion de los resultados entre las disoluciones con
base en las interacciones quimicas presentes.

e |dentificar los puntos criticos en los que las disoluciones utilizadas pueden
producir reacciones quimicas no deseadas con los componentes de la prueba,
gue a su vez puedan cambiar el resultado de esta.

e Proponer el uso (y modo de uso) de una disolucion especifica que cumpla con

los requisitos de la prueba y permita obtener un resultado correcto.

Metodologia

Con el fin de identificar los puntos criticos en los que las soluciones donde se toman las
muestras pueden afectar los resultados del biosensor para COVID-19, se realizaron
pruebas clinicas. Dichas pruebas se disefiaron con base en el protocolo estandarizado
de la prueba de hibridacion de competencia para la deteccion de acidos nucleicos

empleando microperlas magneéticas.
Se definieron los siguientes conceptos:

Lavar: Agregar la disolucion de lavado, reposar 1 min y retirar inmediatamente.
Agrupar perlas magnéticas (en tubo): Colocar los tubos sobre la gradilla de imanes
durante al menos 60s.

Agitar vigorosamente: Agitar con vortex o similar, a una velocidad determinada.
Agitar suavemente: Agitar con Hulamixer a una programacion determinada.

Técnica de agitacion de placa: Dar golpes laterales suaves a la placa hasta dispersar

las perlas magnéticas y colocar a 300/500 rpm en un agitador orbital.
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Agrupar perlas magnéticas (en placa): Colocar la placa sobre la base magnética,
dejando actuar al iman durante al menos 60s antes de retirar el sobrenadante por

decantacion.
Toma e inactivacion de muestras

Las muestras de pacientes COVID-19 se adquirieron por medio de una colaboracion
con instituciones autorizadas para su toma y manejo, participando el INDRE, el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), la Unidad de Medicina
Familiar/UMAA (UMF) No. 198 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) Unidad
Coacalco, Estado de México. Igualmente se colabor6 con los hospitales San José y
Zambrano Hellion pertenecientes a la fundacién TecSalud en la ciudad de Monterrey,

Nuevo Leon para la estandarizacion y validacion del método.

Las muestras se tomaron por medio de exudados naso y/u orofaringeos. El hisopo con
el exudado se colocd y mezcld en el medio de transporte viral, posteriormente se tomo
una alicuota del medio de transporte viral (MTV) y se mezcl6é en una proporcion 1:1 con
la disolucion de inactivacion (TRIzol™ o DNA/RNA Shield™).

Especificamente, se anadieron 250 pyL de disolucidn de inactivacién a tubos para
microcentrifuga de 1.5 mL debidamente identificados. Se agité la muestra en el medio
de transporte viral por inversion y se transfirid el volumen suficiente al tubo con
disolucién de inactivacién hasta llegar a la marca de 0.5 mL. Se homogeneizo y
almacené la muestra a 4 °C. En caso de almacenarse por un tiempo prolongado, se

realiz6 en ultracongelacién a -70 °C.

Cuando las muestras se encuentran en el medio de transporte viral, el virus
SARS-CoV-2 se encuentra activo, por lo que se manejaron de acuerdo al protocolo de

seguridad especificado por la Secretaria de Salud.

En las pruebas para esta tesis, se utilizaron como disoluciones de inactivacion el
TRIzol™ producido por la empresa Thermo Fisher Scientific™ y el DNA/RNA Shield™

producido por la empresa Zymo Research™. Estas disoluciones se utilizan
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constantemente para el aislamiento, purificacion y estudio de DNA y RNA en diferentes
metodologias, tales como la PCR y sus respectivas variantes (RT-PCR, qPCR,
RT-qPCR).

Con el fin de evaluar la variabilidad en el resultado de la prueba en presencia y
ausencia de MTV + disoluciones de inactivacion, se realizd la purificacion del RNA

presente en las muestras clinicas.

Antes de la etapa de reaccidn de competencia, se realizé el tratamiento de muestras,
con base en la prueba RT-gPCR validada por el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos “Dr. Manuel Martinez Baez” (InDRE), sustentado en el protocolo de

Berlin.
Extraccion y purificacion de RNA total

El procedimiento de purificacion cambia en funcion de la disolucion de inactivacion que

se utilice, para el TRIzol™ fue el siguiente:

1. Se agregaron 200 uL de cloroformo por cada mL de TRIzol™ utilizado, se agito
vigorosamente durante 15 s.

2. Seincubd 5 min a T.A. Se centrifugé a 3500 rpm/4 °C/5 min.

3. Se recuperé la fase acuosa y se colocé en un tubo nuevo. Se le agregaron 500
ML de isopropanol por cada mL de TRIzol™ utilizado, se mezclé suavemente y
se incubd a T.A./10 min. Una vez mas se centrifugd a condiciones similares y se
descart6 el sobrenadante.

4. El material sedimentado (pellet) resultante se lavo con 1 mL de EtOH en agua
DEPC, se centrifugd a 3500 rpm/4 °C/5 min y se descarté el sobrenadante.

5. El pellet se dej6 secar a T.A./20 min.

6. Cada pellet se resuspendié en un volumen determinado de agua inyectable o

agua DEPC. Todas las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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Para el DNA/RNA Shield™ se utilizé el kit comercial de Zymo Research™ Quick-RNA™

Viral Kit, Cat. No. R1035 y se siguieron las instrucciones de acuerdo al fabricante.

Dichas instrucciones esencialmente consisten en el procedimiento siguiente:

1.

Se transfirieron 400 uL del Viral RNA Buffer a los tubos para microcentrifuga
correspondientes con etiquetado sencillo en tapa.

Se transfirieron 200 pL de la muestra tratada al tubo eppendorf que contiene los
400 pL del Viral RNA Buffer. Se agitd vigorosamente durante 10 s.

Se transfirid el total del volumen de muestra (600 pL) a la Zymo-Spin™ Columna
que se encuentra sobre un tubo colector.

Se centrifugd la Zymo-Spin™ Columna con su tubo colector durante 2 min a 14,000
rpm.

Se coloco la Zymo-Spin™ Columna en un tubo colector nuevo y se deseché tanto
el filtrado como el primer tubo colector.

Se agregaron 500 uL del Viral Wash Buffer a la columna y se centrifugé durante 30
s a 14,000 rpm, se desechd el liquido del tubo colector y la columna se coloco
nuevamente en él. Se repitid una vez este paso.

Se agregaron 500 pL de EtOH grado biologia molecular a la columna y se
centrifugé durante 1 min a 14,000 rpm para asegurar la remocion completa del
EtOH. Se desecho el tubo colector.

Se transfirié cuidadosamente la columna a un tubo para microcentrifuga nuevo.

Se agregaron 40 uL de agua inyectable a la columna y se centrifugd durante 1 min
a 14,000 rpm.

Una vez tratadas las muestras, se prosiguio a las etapas de competencia y deteccion.

El método de deteccion desarrollado para la hibridacion de competencia para la

deteccion de acidos nucleicos empleando microperlas magnéticas (trabajo inédito), se

compone de tres fases: funcionalizacion, competencia y deteccion. Dado que el interés

de esta tesis es evaluar el efecto de las soluciones empleadas para la toma de

muestra, el método de hibridacion se desarrolla de manera general.
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La etapa de funcionalizacion se encuentra estandarizada con base en las

recomendaciones del manual de las Dynabeads™ M-270 Estreptavidina.

Etapa 1: Reaccion de funcionalizacion: Perlas magnéticas vs RNA-biotinilado

Estreptavidina

? Bio;ijna cDNA
LLLLLLLLLL
LLLLLLLLLL
+ LU s i LUy

LLLLLLLLLL
LULLULLLLL

s v / Dynabead™

Dynabead™ cDNA-Biotinilado Funcionalizada

1.1. Planificacion (Ejemplo)

Cuadro 1. Ejemplo de cuadro de planificacidon con base en el nUmero de pruebas.

Nombre del Experimento Control 1 - Muestras TRIzol
Numero de Placas a Preparar 3
Unidades de funcionalizacién por placa 94
Unidades de funcionalizacién netas 282
Nldmero de genes a detectar 2
Namero de tubos necesarios por gen E:3,N:3
Volumen de Dynabeads/Tubo 170 L
BL2X 510puL
Volumen de disolucion de

funcionalizacion/Tubo 510 L
Volumen de resuspensién de Sol. B 510 puL
Volumen de Sol. B en el reservorio 9,148 L
Volumen de sembrado en cada pozo 50uL
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1.2. Esquema de Trabajo (Ejemplo)

En el esquema de trabajo se presenta el modo de preparacion de las disoluciones
estandar de ssDNA-biotinilado, cDNA-fluorescente y RNA sintético; el nUmero y orden
de pozos de la placa de ELISA que se utilizaran, asi como el registro y numero de
pacientes; y el volumen de cada disolucion a agregar en la placa de PCR de 96 tubos
para la competencia (placa de competencia).

Cuadro 2. Ejemplo de cuadro de preparacion de disoluciones de ssDNA-biotinilado
con base en el numero de pruebas.

Px4_A1_PERSONAL_EXUDADOS_SHIELD

ssDNA N-Biot ssDNA N-Biot H20 DEPC Volumen final

ROTULO pmol/10ul (L) IDT (uL) IDT INACT (uL) (L)
3.3-EB 33 25 899.0 901.5
3.3-NB 33 25 952.0 9545

Cuadro 3. Ejemplo de cuadro de preparacion de disoluciones de cDNA-fluorescente
con base en el numero de pruebas.

Px4_A1 PERSONAL_EXUDADOS_SHIELD

< cDNA cDNA Stock Volumen final
ROTULO pmol/10uL Fluorescente (bL) Sol. B (pL) (L)
E-FLUO 2.0 1.7 992.8 994.5
N-FLUO 2.0 2.0 998.0 1000.0

Cuadro 4. Ejemplo de cuadros de preparacion de disoluciones de RNA-sintético con base en el nimero
de pruebas.

Px4_A1_PERSONAL_EXUDADOS_SHIELD
RNA Sintético

Tipo de SpC Roétulo pmol/10uL RNAE (ul) Sol.3E (D) Sol 1E (D) Solucién B (pL) Volumen final (pL)
3E 3.0 0.5 196.2 196.7
RNA Sintético 1E 1.0 90.0 180.0 270.0
05E 0.5 135.0 135.0 270.0

Px4_A1_PERSONAL_EXUDADOS_SHIELD

RNA Sintético . .
Tipo de SpC ROTULO pmol/10ulL Solucion B(pL) Volumen final (pL)
RNAN(uL) IDT  Sol. 3N (L) Sol. 1N (pL)
3N 30 0.5 2228 2233
RNA Sintético 1N 1.0 90.0 180.0 2700
0.5N 0.5 135.0 135.0 270.0
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Cuadro 5. Ejemplo del esquema de preparacién de la reaccién de deteccion.

PLACA1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A NEG 1-EN 1-EN’ 9-EN F-EN" 17-EN 17-EN” 25-EN 25-EN' NEG
B NEG 2-EN 2-EN’ 10-EN 10-EN’ 18-EN 18-EN’ 26-EN 26-EN' NEG
(o Curva_0.1pmol 3-EN 3-EN’ 11-EN 11-EN’ 19-EN 19-EN” 27-EN 27-EN' Curva_0.1pmal'
D Curva_0.5pmol 4-EN 4-EN’ 12-EN 12-EN’ 20-EN 20-EN’ 28-EN 28-EN' Curva_0.5pmal'
E Curva_1lpmol 5-EN 5-EN’ 13-EN 13-EN’ 21-EN 21-EN’ 29-EN 29-EN' Curva_1pmol'
F Curva_3pmol 6-EN 6-EN” 14-EN 14-EN’ 22-EN 22-EN’ 30-EN 30-EN' Curva_3pmol’
G POs 7-EN 7-EN’ 15-EN 15-EN” 23-EN 23-EN’ 31-EN 31-EN' POS'
H BLANCO 8-EN 8-EN’ 16-EN 16-EN’ 24-EN 24-EN’ 32-EN 32-EN' BLANCO

1.3. Preparacion preliminar

Se realiz6 un lavado con B4-BSA 0.01% de las columnas del reservorio a utilizar para
el sembrado de Dynabeads™ (perlas magnéticas) funcionalizadas, asi como de la
placa de ELISA. Se colocé el volumen de disolucion B en el mismo reservorio indicado
en el cuadro de planificacién para cada experimento. Se prepararon las disoluciones de

funcionalizacion segun el esquema de trabajo para dicho fin.
1.4. Lavados Pre-Funcionalizacion Buffer de Lavado 1X (BL1X)

Se agitdé vigorosamente el frasco de perlas magnéticas durante 30 s. Se tomé el
volumen indicado en el cuadro de planificacion. Se agruparon las perlas magnéticas
con imanes y se descartd el sobrenadante de la disolucion comercial de resuspension.
Se adicionaron 500 uL de Buffer de Lavado 1X (BL1X) y se agité vigorosamente
durante 30 s. Se agruparon las perlas magnéticas con imanes, se retiré y descarté el
sobrenadante por completo. Se repitid a partir del BL1X dos veces mas (total de 3

lavados).
1.5. Lavados Pre-Funcionalizacion con disolucion A (Sol. A)

Se adicionaron 500 pL de Sol. A, se resuspendio y agitdé suavemente durante 2 min. Se
agruparon las perlas magnéticas con imanes, retird y descartd el sobrenadante por

completo. Se repitidé una vez este paso (total de 2 lavados).
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1.6. Lavados Pre-Funcionalizacién con disolucién B (Sol. B)

Se adicionaron 500 uL de Sol. B y se agité vigorosamente durante 30 s. Se agruparon

las perlas magnéticas con imanes, se retird y descarté el sobrenadante.
1.7. Incubacién de Funcionalizacion

Se afiadié Buffer de lavados 2X (BL2X), indicado en el cuadro de planificacion, se agitd
vigorosamente durante 30 s. Se afiadié el volumen indicado de disolucion de
funcionalizacion a los tubos con perlas magnéticas. Se agité vigorosamente durante 30

s y se incubd en agitacién suave durante 15 min a temperatura ambiente (T.A.).
1.8. Lavados post-funcionalizacion.

Al culminar el tiempo de incubacion de funcionalizacion, se agruparon las perlas
magnéticas con imanes, se retird y descartd el sobrenadante. Se anadieron 500 L de
BL1X y se agitdé vigorosamente durante 5 s. Se agruparon las perlas magnéticas con
imanes, se retird y descarté el sobrenadante. Se repitié dos veces este paso (total de 3
lavados). Se afadio el volumen de disolucion B de resuspension indicado en el cuadro

de planificacion y se agit6é vigorosamente durante 30 s.
1.9. Lavados post-funcionalizaciéon y siembra de perlas magnéticas.

Se transfirio el contenido del tubo a la columna correspondiente del reservorio de
siembra. Se sembraron las perlas magnéticas con el robot pipeteador en la placa de
ELISA, exceptuando el blanco. Se agruparon las perlas magnéticas con imanes, se
retiré y descarté el sobrenadante. Se afnadieron 50 uL de Sol B a cada pozo y se agité

suavemente durante 30 s.
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Etapa 2. Reaccion de competencia: RNA sintético/muestra del paciente vs

cDNA-fluorescente

cDNA Fluorocromo
H OFJ L
LLLLLLLRLLLLLL LLLLLLLLLLLLLL
°* 4+ -) B
LLLLLLLLLLLLLL LLLLLLLLLLLLLL
L L
\ cDNA-FIuYorescente ; ) RNAviralvosintético ) \ Compgtencia

2.1. Preparacion de placa de competencia

Se prepararon las disoluciones estandar de cDNA-fluorescente y RNA sintético
(competencia) correspondientes. Se coloco el volumen indicado de cada disolucion de
cDNA-fluorescente en una columna del reservorio (disolucién de cDNA). Se sembré en
la placa de competencia la disolucién de cDNA segun el esquema de trabajo, utilizando
el robot pipeteador. Se sell6 |la placa de competencia con acetato adhesivo para placas
de PCR, y se protegié de la incidencia de la luz con papel aluminio. Se afadio el
volumen indicado de las disoluciones de RNA sintético de cada punto de la curva a los
tubos correspondientes segun el esquema de trabajo. Se agitaron las muestras y se
transfirié el volumen indicado. Se sellaron los tubos con el acetato, se calentaron a 90

°C/3 min y se incubo a 50 °C/15 min en agitacion.

Para ciertos experimentos se omitidé el calentamiento a 90 °C del punto 2.1 del
procedimiento. Esto debido a que el objetivo social de la prueba es que llegue a zonas
marginadas del pais, donde a su vez se requiera la menor cantidad posible de
recursos. El calentamiento a temperaturas altas implica la necesidad de un equipo que

lo permita y de materiales termoestables de alto costo.
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Etapa 3. Reaccion de deteccion: Perlas magnéticas funcionalizadas vs

competencia

] o 3
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E ’ E
Dynabead™ Funcionalizada Competencia . - y

Deteccion

3.1. Reaccidn de perlas magnéticas funcionalizadas con reacciéon de competencia

y deteccion.

Se dejo enfriar la competencia a T.A. durante 5 min. Se transfiri6 en su totalidad el
contenido de los tubos a los pozos que correspondan segun el esquema trabajo. Se
realizo la técnica de agitacion de la placa, se tapd y cubrié con papel aluminio. Se

incubo a 50 °C/15 min en agitacion.
3.2. Lavados de reaccion de deteccion

Se agruparon las perlas magnéticas con imanes y se retir6 el sobrenadante por
decantacion. Se afiadieron 50/100 pL de BL1X a cada pozo y se realiz6 la técnica de
agitacion de placa. Se repitidé una vez mas. Se tapo la placa y se cubrié con papel
aluminio. Finalmente se llevo al lector de placa (Cytation5™, Synergy™, Fluoroskan™

y/o Microscopio Confocal). Al terminar, se almacenaron las placas a 4 °C.
Medicion de fluorescencia y captura de imagenes

Se estandarizaron los programas de lectura de fluorescencia en cada equipo, en
funcion de las longitudes de onda de absorcion y emisién de los fluorocromos

acoplados al cDNA para cada gen (Véase Anexo 2). Se utilizaron los
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cDNA-fluorescentes proporcionados por las empresas IDT™ y T40ligo™, que acoplan
los fluorocromos Alexa Fluor™ 488 y FAM™ 488 para el gen N respectivamente; Alexa

Fluor™ 647 y Quasar™ 670 para el gen E respectivamente.

La captura de imagenes se realizé con el microscopio confocal, servicio que brinda la
Unidad de Imagenologia Cuantitativa (UnlCua) en la Facultad de Ciencias, UNAM y
con el Cytation5™ con la funcién de microscopia de epifluorescencia del programa Gen
5.0™. Dicha captura se basa en la emision de una energia luminiscente
predeterminada para la deteccion de los fluorocromos utilizados. Se utilizé la misma
configuracion (ganancia, exposicion, ISO, entre otras) en los experimentos
relacionados para una correcta comparacion y analisis. En ambos equipos se utilizaron
los filtros adecuados para la deteccion de la fluorescencia a longitudes de onda de

480-490 nm y 640-670 nm.

La presencia de numerosas sustancias tanto en el medio de transporte viral como en la
disolucién de inactivacion pueden tener interferencias importantes en las reacciones de
competencia y deteccion. Debido a ello se realizaron distintos experimentos, con el
numero de perlas magnéticas, de ssDNA-biotinilado y cDNA-fluorescente como
variable independiente. En cambio, las variables dependientes fueron el tipo de
disolucion de inactivacion y condiciones especificas de experimentacion durante las

etapas de competencia y deteccion.

Cada prueba clinica y experimento control se realizé por triplicado. Se realizaron curvas
de referencia o control con RNA sintético similar al del virus en funcion de las variables
a evaluar. En dichas curvas se incluye un control negativo (NEG) equivalente a la

ausencia de RNA viral y por lo tanto, el punto mas fluorescente de la curva.

Se agregaron entre una y dos curvas con el fin de detectar posibles errores aleatorios
y/o sistematicos, ademas de asegurar la confiabilidad de los resultados y de ser

posible, cuantificar la carga viral presente en la muestra.
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El trabajo experimental con RNA se realiz6 con sumo cuidado debido a la inestabilidad
de éste y a la abundante presencia en el ambiente y en el cuerpo del usuario de
enzimas que lo degradan (RNAsas). Ademas, los medios de inactivacién contienen
sustancias altamente toxicas para el usuario, por lo que tanto para el manejo de RNA
como de las muestras clinicas, es indispensable portar un Equipo de Proteccion
Personal (EPP) adecuado, limpiar las areas constantemente con Etanol 70% (EtOH

70%) y trabajar en una campana de flujo laminar.
Analisis de datos

Los siguientes analisis se realizaron con el software Sheets™ de Google™:

e Normalizacion de datos brutos respecto al control negativo

e Normalizacion de datos brutos respecto al numero de perlas magnéticas

Los siguientes analisis se realizaron con el software de Graphpad™ Prism8/9™,
licencia: GPS-1622103-TLQA-10AC6

e Analisis estadisticos de t de student y ANOVA.
e Regresion lineal de 4 parametros

e Graficas de datos

La cuantificacion de perlas magnéticas para la normalizacion se realiz6 con un

programa de segmentacion semiautomatica (Gonzalez Villa, 2017).

Los calculos de eficiencia del método se realizaron con base en una matriz de calculo

reportada (Vizcaino-Salazar, 2017).

Resultados

Esta etapa del proyecto ayuddé a definir las condiciones 6ptimas de la toma vy
procesamiento de muestras al inicio del mismo. Las soluciones empleadas, debian
cumplir con la caracteristica de inactivar el virus y mantener en buenas condiciones el

RNA. Adicionalmente, se esperaba encontrar un medio que permitiera realizar la
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prueba sin necesidad de purificacion, evitando con ello al maximo el uso de equipos y

reactivos.
Efecto del MTV + TRIzol™ en la deteccién de pruebas clinicas

Inicialmente se probaron muestras clinicas proporcionadas en MTV por el INER y el
INDRE, las cuales fueron inactivadas con TRIzol™. En las gréaficas se representa el
promedio de las curvas de referencia con la cantidad de RNA sintético representada en
copias virales (CV) y las muestras clinicas representadas en el numero de registro de
paciente (Px) al momento de la toma de muestra. Se estimo6 una equivalencia en pmol
de RNA sintético a CV, basada en una curva de referencia con la cantidad de genoma
viral como variable independiente contra resultado de RT-gPCR en CT como variable

dependiente. Entonces, se estimé que 6x10* CV = 0.1 pmol (Anexo 3).

Se emplearon diferentes volumenes de muestra para encontrar el volumen éptimo para
una deteccion adecuada. Se encontré que al utilizar 5 yL de muestra (2.5 pL de
TRIzol™ + 2.5 yL de MTV), la fluorescencia correspondiente al fluoréforo del gen N
aumenta significativamente (Fig. 1A) ya que, se observa que los resultados de los
pacientes se encuentran por arriba del control negativo (NEG) que tedricamente debe
ser el punto mas fluorescente. Existe ademas una discrepancia en los resultados para
uno y otro gen, donde el gen E indica que todas las muestras resultaron positivas y
dentro de la curva de referencia (Fig. 1B). Por ello, no es posible considerarlo un

resultado confiable.
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Figura 1. Efecto del MTV + TRIzol™ en la deteccién de curvas de RNA sintético.

A) Curva de referencia (circulos) y pruebas de muestras clinicas proporcionadas por el INER (cuadros)
con el gen N (verde) y su respectivo control positivo (POS) y negativo (NEG). B) Curva de referencia
(circulos) y pruebas de muestras clinicas proporcionadas por el INER (cuadros) con el gen E (rojo) y su
respectivo control positivo (POS) y negativo (NEG).

El comportamiento mencionado, se atribuy6 a la baja concentracion de muestra, por lo
que se optd por agregar volumenes mayores, con el fin de encontrar un reconocimiento

igualmente mayor en caso de presentarse el RNA viral (Fig. 2).

Al aumentar el volumen de la muestra a 10 yL (5 yL de TRIzol™ + 5 yL de MTV) se
esperaba observar con mayor claridad la tendencia encontrada inicialmente, es decir,
observar una separacién clara entre positivo y negativo, principalmente de las muestras
cercanas al limite. No obstante, la tendencia se perdié al realizar dicho cambio tanto

para el gen N como para el gen E (Fig. 2A, 2B).

Se observé una disminucion de la fluorescencia en ambos genes al aumentar el
volumen a 10 pL. Dicha disminucion de fluorescencia se observé mayoritariamente en
el gen E (rojo, Fig. 2C). Ademas, se observé un aumento en la fluorescencia del fondo,
lo que interfiere con la correcta medicion de la fluorescencia de las perlas magnéticas,
asi como su cuantificacion por segmentacién semiautomatica. Esto puede observarse

en las imagenes de los Px_18 y 10_InDRE, donde la fluorescencia del gen E llega al
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punto de ser indetectable. Por otro lado, la alta fluorescencia observada para el gen N
puede deberse a la fluorescencia del fondo, mas que a una alta captacion del

cDNA-fluorescente por parte de las perlas funcionalizadas.

Finalmente se aumento el volumen a 30 pL (15 yL de TRIzoI™ + 15 yL de MTV), que
es proporcionalmente lo que equivaldria a la cantidad de muestra que se emplea en el
RT-PCR. Esto resulté en la formacién de cumulos o aglomeraciones de perlas
magnéticas que al parecer no reaccionaron con el cDNA-fluorescente, dado que la

fluorescencia no supero al control (Fig. 2C).

Durante el procedimiento experimental en las tres condiciones presentadas, se
observaron alteraciones en la agrupacién y movimiento de las perlas magnéticas por
efecto de los imanes de manera inversamente proporcional al volumen de muestra
agregado. Es decir, al aumentar el volumen de muestra, disminuyé la eficiencia de la
agrupacion por efecto de los imanes. Ademas, se observd una adherencia anormal de
las perlas magnéticas en las paredes del pozo que las contenia, imposibilitando su
interaccidon con el cDNA-fluorescente en la deteccion y su correcto agrupamiento en los

lavados.

Con el fin de estudiar la posibilidad de que el TRIzol™ estuviera afectando la unién
estreptavidina-biotina, se realizaron ensayos de estabilidad (Anexo 4). Donde se
encontré que después de cierto tiempo, se pierde la integridad de la perla magnética
funcionalizada. Sin embargo, estos resultados no podrian ser concluyentes dado que
puede deberse al efecto de las DNAsas presentes en el ambiente y no a una baja

estabilidad de la unién estreptavidina-biotina.
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Figura 2. Efecto del volumen de muestra (TRIzol™ + medio de transporte viral) en la deteccion de
muestras clinicas.

A) Intensidad de fluorescencia resultante de pruebas de muestras clinicas con el gen N, utilizando 5 pL
(verde) y 10 yL (negro) de muestra (+SD) B) Intensidad de fluoresencia resultante de las pruebas de
muestras clinicas con el gen E, utilizando 5 yL (rojo) y 10 pL (negro) de muestra (+SD) C) Fotografias de
la fluorescencia de las perlas magnéticas detectadas para ambos genes en funcion del volumen de
muestra (proporcién 1:1) para los pacientes 10 (Px10) y 18 (Px18), muestras proporcionadas por el
INDRE. Se presenta un acercamiento (zoom) de los cumulos de perlas magnéticas resultantes del uso de
30 pL de muestra. Fotografias capturadas con el Cytation5™.
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Propiedades generales y efecto del TRIzol™ en la deteccién de RNA
sintético

Con el fin de comprender a profundidad el efecto en la fluorescencia de las
disoluciones utilizadas para el transporte e inactivacion del virus. Se realizé un estudio
espectrofotométrico empleando el equipo Cytation5™ y simulando las condiciones de
las muestras clinicas. Al mezclar el TRIzol™ con el MTV se observé la formacion de un
sélido blanco. Dicha mezcla presenté una absorbancia exacerbada, que se atribuye a

la presencia del precipitado.

Se realizé un barrido de absorbancia para identificar la longitud de onda de absorcidon
de cada disolucién y mezclas utilizando la Sol. B como blanco (BCO) debido a que es
el que se usa como disolvente al diluir los cDNA-fluorescentes (Fig. 3A). Se encontré
que tanto el MTV como el TRIzol™ presentan los picos de absorbancia mas altos entre
450 y 600 nm. En el mismo rango se encuentra la absorcién de los fluorocromos Alexa
Fluor™ 488 y FAM™ 488 para la deteccion del gen N.

Una vez determinada la longitud de onda de absorcion de las sustancias, se realizé una
excitacion en longitudes de onda cercanas (>450 nm) y se realiz6 un barrido de emision
de 500 a 700 nm (Fig. 3B).

Se encontré6 que el MTV presenta la curva de emisién con mayor fluorescencia en
longitudes de onda cercanas a las de emision del fluorocromo del gen N. La mezcla del
MTV con TRIzol™ presenta aproximadamente una tercera parte de la fluorescencia del
MTV solo. ElI TRIzol™ por su parte no presenta una emision de fluorescencia

significativa.

Finalmente, se corrobor6 la emisién de las disoluciones en los canales de
excitacion-emision y configuraciones de medicion de los genes N y E. Dicha
configuracion se realizé considerando parametros como la ganancia, la altura a la que
se realiza la medicion, la longitud de onda de emisidn-excitacién reportadas por el

fabricante de la sonda fluorescente, entre otros y en funcion de los resultados de
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pruebas previas. En el canal del gen N (excitacion: 484/20 nm, emision: 530/25 nm) se
observa una vez mas que el MTV presenta la mayor fluorescencia. A partir de un
analisis de t de student, se encontré un aumento significativo en la fluorescencia del
TRIzol™ + MTV en comparacién con el TRIzol™ por si solo (Fig. 3C). En el caso del
canal para el gen E (excitacion: 640/20 nm, emisién: 681/20 nm), unicamente se
encontré un aumento significativo en la variacion de los resultados para el TRIzol™ +

MTV comparando contra el TRIzol™ (Fig. 3D).

Al observar que el TRIzol™ produjo interferencias en el resultado de las pruebas, se
realizaron controles para identificar el punto de la metodologia en el que ocurren y con
ello, modificar el procedimiento experimental para obtener un resultado confiable. De
acuerdo a la reactividad de las sustancias que contiene el TRIzol™ hay una mayor
probabilidad de que alguna de estas tenga un efecto en la prueba de hibridacion, de
manera independiente de la presencia de MTV, por lo que la prueba se realiz
unicamente con TRIzol™. Para ello, se realizaron curvas control de RNA sintético con y
sin TRIzol™, variando la marca comercial de origen (IDT™, T4Oligo™) de los
cDNA-fluorescentes. En este caso, el fluorocromo acoplado al cDNA cambia en funcion
de su marca de origen, por lo que es posible realizar una comparacion analitica entre
ellos (Fig. 4). Los cDNA-fluorescentes de la marca IDT™ estan acoplados a los
fluorocromos Alexa Fluor™ con longitudes de onda de emisién de 488 nm y 647 nm
para los genes N y E respectivamente. Los cDNA-fluorescentes de la marca T40Oligo™
estan acoplados a los fluorocromos FAM™ con longitud de onda de emisién de 488 nm
y Quasar™ con longitud de onda de emisién de 670 nm para los genes N y E

respectivamente.
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Figura 3. Estudio espectrofotométrico de la interaccién entre el MTV y el TRIzol™ con base
en las longitudes de onda de los genes N y E.

A) Barrido de absorbancia (Abs) con longitudes de onda (A) crecientes para 100 pyL de cada
sustancia; TRIzol™ (circulos, verde), medio de transporte viral (MTV, cuadros, azul) y la mezcla en
proporcion 1:1 de TRIzol™ con MTV (circulos, naranja). B) Barrido de emision de fluorescencia
(unidades arbitrarias, ua) con longitudes de onda (A) crecientes y excitacion en 450 nm para 50 pL
de cada sustancia. C) Medicion de la fluorescencia en el canal de medicion del gen N (488 nm)
con 100 yL de cada sustancia. El andlisis estadistico t de student (IC=95%; n=9, + SD) muestra
diferencias significativas entre las medias de los puntos de TRIzol™+MTV respecto a los puntos
de TRIzol™ (****P<0.001). D) Medicion de la fluorescencia en el canal de medicién del gen E (670
nm) con 100 pL de cada sustancia. El andlisis estadistico F de Fisher (IC=95%; n=9, + SD)
muestra diferencias significativas entre las varianzas de los puntos de TRIzol™ respecto a los
puntos de TRIzol™+MTV (*P<0.01).
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En las curvas control con RNA sintético (Fig. 4A y 4B), se encontré6 que los
cDNA-fluorescentes del gen N acoplados al Alexa Fluor™ 488, son mas susceptibles a
cambios en funcién de la presencia de TRIzol™ en la muestra, aumentando
significativamente la fluorescencia detectada al finalizar la prueba. El analisis
estadistico t de student (IC=95%; n=3, £ SD) muestra diferencias significativas entre los
puntos del fluorocromo de IDT™ en presencia de TRIzol™ respecto a los puntos en

ausencia de este (*P<0.01), incluyendo al control negativo.
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Figura 4. Efecto de la presencia de TRIzol™ en la deteccidon de curvas de RNA sintético.

A) Curvas control del gen N en ausencia (verde) y presencia (negro) de TRIzol™, probando los cDNA de
IDT™ acoplados al fluorocromo Alexa 488 (izquierda) y los cDNA de T40ligo™ acoplados al fluorocromo
FAM 495 (derecha). B) Curvas control del gen E (+SD) en ausencia (rojo) y presencia (negro) de
TRIzol™, probando los cDNA de IDT™ acoplados al fluorocromo Alexa 647 (izquierda) y los cDNA de
T40ligo™ acoplados al fluorocromo Quasar 670 (derecha).

Por el contrario, el TRIzol™ no afecta significativamente la fluorescencia de los cDNA
fluorescentes acoplados al Alexa Fluor™ 647 para el gen E. De la misma forma, dicha
disolucién de inactivacién no afecta significativamente a los fluorocromos de la marca

T40ligo™ tanto para el gen N como para el gen E.

Los fluorocromos de IDT™ presentan de forma general una fluorescencia y estabilidad
mayor al realizar la medicién en el espectrofotdmetro, es decir, la intensidad de
fluorescencia persiste por un mayor tiempo bajo la excitacién constante de la luz. Los

resultados del analisis con y sin TRIzol™ sugieren que, se puede estar modificando la
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estructura quimica de los fluorocromos en los grupos funcionales responsables de la

fluorescencia de las moléculas.

Efecto del calentamiento previo a la competencia en la deteccion de
pruebas clinicas en presencia y ausencia de MTV+TRIzol™

Con la finalidad de linealizar las secuencias nucleicas y que la hibridacion se realizara
con mayor eficiencia, las muestras fueron calentadas a 90 °C. Dados los resultados
obtenidos utilizando el TRIzol™, se consideré que dichas modificaciones quimicas
pueden atribuirse parcialmente a este calentamiento en el paso 2.1 del procedimiento
experimental. Por ello, se realizaron pruebas omitiendo dicho paso y realizando
unicamente el calentamiento a 50 °C que es la temperatura 6ptima para hibridar ambas

secuencias génicas.

O N (RNAen TRIzol™ 50°C)
B E (RNAen TRIzo™ 50°C)
3.0+ © N (RNAen TRizol™ g0°C)
25 % ® E (RNAen TRIzo™ 90°C)
P 5=
58 . 8 8
= a a
gg 204 8 @ o o o
(=]
Q
€% 15 ° e 4 ., "
m
o3 u o Negativo
B o 6 PR
EE ; § § § é i ; % B positivo
Q
Ec ps5- E i i
0.0
& o i ® & W ®© & N & e &
« & & &8 &8 5 8 & 8 ¢ 8 &5
&8 8 &8 &8 &8 &8 &8 &8 &8 &8 & W&
Px

Figura 5. Efecto del calentamiento del TRIzol™ en la deteccién del genoma
del SARS-CoV-2 en muestras clinicas.

Comparaciéon cuantitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental
establecido (90°C, circulos), contra la omisién del calentamiento a 90°C del paso
2.1 (50°C, cuadros) tanto para el gen N (verde) como el gen E (rojo).

Se encontr6 de manera general, que las pruebas realizadas unicamente con el

calentamiento a 50 °C presentan una mayor fluorescencia que a 90 °C (calentado) en
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muestras con MTV+TRIzol™. Sin embargo, en algunos casos el resultado de uno de
los genes es equivalente a una interpretacion positiva de la prueba (baja o nula
fluorescencia). Mientras que para el otro gen, el resultado es equivalente a una
interpretacion negativa (alta fluorescencia), principalmente a 50 °C. Ademas, la mayoria
de las muestras tratadas a 90 °C resultaron positivas y las tratadas a 50 °C negativas,

lo que sugiere un resultado incongruente (Fig. 5).

Considerando que en presencia de MTV+TRIzol™ y de forma independiente de la
temperatura se encuentran resultados incongruentes, se realizaron pruebas de
comparaciéon entre el MTV+TRIzol™ calentado a 90 °C y sin calentar comparando
contra el RNA purificado. Para este ensayo se dividié el volumen de muestra en dos
partes: una de ellas paso6 por el proceso de extraccion y purificacion de RNA, mientras

que la otra se conservé en MTV+TRIzol™.

Se encontré que en presencia de MTV+TRIzol™ calentado, hay un aumento en la
fluorescencia principalmente de N respecto a la prueba con unicamente RNA purificado
(Fig. 6A). Ademas, durante el desarrollo de la metodologia se observaron una vez mas
dificultades en la agrupaciéon de las perlas magnéticas por efecto de los imanes y la
formacién de cumulos (Fig. 6A, 21520). De forma contraria, las perlas magnéticas con
RNA purificado presentaron mayor sensibilidad al campo magnético del iman.
Asimismo, se encontré una distribuciéon de perlas mas uniforme en las imagenes del

lector de placas.

De manera cuantitativa, se observa que con el RNA purificado las inconsistencias
mencionadas entre los genes desaparecen y de manera contraria, persisten en la
condicion con MTV+TRIzol™ a 90 °C (Fig. 6C). En otras palabras, los genes Ny E

coinciden en el resultado positivo o negativo en las pruebas con RNA purificado.
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Figura 6. Efecto de la presencia de TRIzol™ en la detecciéon del genoma del SARS-CoV-2 en
muestras clinicas.

A) Comparacion cualitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental establecido con
las muestras tratadas con MTV+TRIzol™ (abajo), contra la omision del calentamiento a 90°C del
paso 2.1 sumada a la extraccion y purificacion del RNA (RNA purif., arriba) para el gen N (verde) y
el gen E (rojo). Fotografias capturadas en el Cytation5™. B) Acercamiento de las perlas magnéticas
para mayor apreciacion del aumento en la fluorescencia por efecto del TRIzol™. C) Comparacion
cuantitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental establecido con las muestras
tratadas con MTV+TRIzol™ (circulos), contra la omision del calentamiento a 90°C del paso 2.1
sumada a la extraccion y purificacion del RNA (RNA purificado, cuadros) para el gen N (verde) y el
gen E (rojo). Los datos en el eje Y se normalizaron respecto al control negativo de manera que el
NEG = 1.
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Aun con los resultados obtenidos, el proceso de purificacion del RNA implica un
aumento importante en el costo y tiempo de la prueba, ademas de un problema para su
implementaciéon a nivel masivo. Por ello, se opté por cambiar la disolucién de

inactivacion.

Efectos del RNA Shield™ en Ila deteccién de RNA sintético y viral

Al observar las dificultades que se presentan en la reaccion de deteccidn como
consecuencia del uso de TRIzol™ y con el fin de mantener el costo inicial de la prueba,
se considerd utilizar otra opcion comercial, el DNA/RNA Shield™ (RNA Shield™). Para
fines de este proyecto, el RNA Shield™ tiene una funcién similar a la del TRIzol™, la
inactivacion del virus y la conservacion del material genético presente en las muestras,

para su posterior extraccion y purificacion.

Con el fin de determinar si se presenta un efecto similar al del TRIzol™ en la reaccion
de deteccion. De forma similar a las pruebas con TRIzol™ se realizaron pruebas con
curvas de RNA sintético, con muestras clinicas y condiciones variables en el manejo
del RNA Shield™ (Fig. 7).

Se realizd una comparacién de las pendientes (m) y los coeficientes de correlacion (R?)
de las curvas a partir de un analisis de regresion lineal simple, asi como de su intervalo
de intensidad de fluorescencia. Al comparar la curva de 2 pmol de cDNA-fluorescente +
2.5 uL de RNA Shield™ contra las tres primeras curvas de la Fig. 7A, se encontraron
similitudes en m, R? e intensidad de fluorescencia con la curva de 2.6 pmol de
cDNA-fluorescente sin RNA Shield™, principalmente en el gen N (Anexo 5). Este
resultado sugiere que el RNA Shield™ produce un efecto similar al de aumentar la
concentracion de cDNA-fluorescente en la curva. Ademas, al combinarse con el MTV,
el RNA Shield™ disminuye el pH del mismo, lo que se observa como un cambio en la

coloracién del indicador de pH a amairrillo.
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Figura 7. Efecto del volumen DNA/RNA Shield™ en la detecciéon del genoma del SARS-CoV-2 en
muestras clinicas.

A) Curvas en ausencia de DNA/RNA Shield™ con 2.6, 2 y 1.4 pmol de cDNA-fluorescente respectivamente,
como curvas de referencia. Curva con 2 pmol de cDNA-fluorescente + 2.5 uL de DNA/RNA Shield™ (+SD)
del gen N (verde) y el E (rojo). Las constantes son la concentracion de ssDNA-biotinilado y el nimero de
perlas magnéticas. B) Curvas con 2.5, 7.5, 15y 20 uL de DNA/RNA Shield™ respectivamente (+SD) para el
gen N (verde) y el E (rojo). Las constantes son la concentracion de cDNA-fluorescente, ssDNA-biotinilado y
el niumero de perlas magnéticas. C) Curva control con RNA sintético para el gen N (circulos, verde) y el E
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(circulos, rojo). Pruebas con muestras clinicas proporcionadas por el IMSS Coacalco con 5, 15y 30 pL de
muestra (MTV 1:1 DNA/RNA Shield™) respectivamente (+SD) para el gen N (verde) y el E (rojo).

Si bien el RNA Shield™ también produce un aumento en la fluorescencia y cambios en
el pH, se evitan otros efectos que presenté el TRIzol™. Con el RNA Shield™ no ocurre
la aglomeracién de perlas, la disminucion de su respuesta movil hacia los imanes ni la
formacion del precipitado blanco. Otra ventaja que se observa es que de forma general

no se produce un aumento significativo en la dispersién de los datos.

Posteriormente, se determind el efecto del volumen de RNA Shield™ utilizado, con una
concentracion constante de cDNA-fluorescente, ssDNA-biotinilado y numero de perlas

magnéticas.

Para ello, se utilizaron volumenes de 2.5-20 uL, un intervalo ligeramente mayor al del
TRIzol™ (2.5-15 uL). De manera similar al ensayo anterior, se compararon los valores
obtenidos de una regresion lineal simple (Anexo 6). Donde se observo que el uso de
2.5 yL y 20 pL presentan una m y una R? bajas. Una m baja representa una tendencia
plana en las curvas, es decir, una baja resolucion entre los puntos. Una R? baja
representa una falta de linealidad en la curva, contrario a lo que se espera para la
deteccion del RNA sintético. Por lo tanto, es posible que a un volumen relativamente
bajo y alto de RNA Shield™ se pierda la tendencia esperada. Se observo ademas, que
la desviacion estandar entre los datos aumenta de forma directamente proporcional al

volumen utilizado de RNA Shield™, principalmente a partir de 15 L.

Mas adelante, se probaron muestras ciegas de pacientes con el fin de determinar el
efecto del volumen de RNA Shield™+MTV en pruebas clinicas (Fig. 7C). Se encontro
que de la misma forma que en las curvas mencionadas, a un volumen alto (30 yL; 15
uL RNA Shield™ + 15 yL MTV) de muestra se produce un aumento en la variabilidad
de los resultados y un ligero aumento en la fluorescencia de la deteccién. Ademas, se
observa que el RNA Shield™ puede producir cambios significativos en la deteccion

genomica, como es el caso del paciente Co-251 principalmente para el gen E.
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Figura 8. Efecto de la presencia de RNA Shield™ contra la de TRIzol™ en la deteccion de
muestras clinicas.

A) Comparacion cualitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental establecido con las
muestras tratadas con TRIzol™ (abajo), contra muestras tratadas con RNA Shield™ (arriba) para el
gen N (verde) y el gen E (rojo). Fotografias capturadas en el Cytation5™. B) Acercamiento de las
perlas magnéticas para mayor apreciacion del aumento en la fluorescencia por efecto del RNA
Shield™. C) Comparacion cuantitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental
establecido con las muestras tratadas con TRIzol™ (circulos), contra muestras tratadas con RNA
Shield™ (cuadros) para el gen N (verde) y el gen E (rojo), con su respectivo registro y resultado de
RT-gPCR. Los datos en el eje Y se normalizaron respecto al control negativo de manera que el NEG
=1.

Finalmente, se realiz6 un ensayo de comparacién directa entre pruebas clinicas
tratadas con TRIzol™ contra las tratadas con RNA Shield™. Para esta se utilizaron

pacientes que por RT-PCR resultaron negativos. Se encontrd que los resultados de las
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muestras tratadas con RNA Shield™ como sustituto, son mas especificos que cuando
se utiliza el TRIzol™ a 90 °C (Fig. 8).

En ninguna de las condiciones se presentd la dificultad en el manejo de las perlas
magnéticas con los imanes, ni se observé el aglomeramiento de las mismas observado
con el TRIzol™. Asimismo, no se observa la fluorescencia de fondo en las mediciones y
hay una mayor coincidencia entre la fluorescencia de los genes, los cuales aumentan

su fluorescencia de forma consistente en presencia de RNA Shield™ (Fig. 8B, 8C).

Propiedades generales del RNA Shield™ y su efecto en la deteccién

Una vez mas se realizd un estudio espectrofotométrico empleando Cytation5™
simulando las condiciones de las pruebas clinicas, sustituyendo el TRIzol™ con el RNA
Shield™ (Fig. 9). Al realizar el barrido de absorbancia, se observé que tanto el MTV,
como la mezcla de RNA Shield™+MTV presentan los picos mas altos de excitacion
entre 400 y 600 nm, donde se encuentra también la absorciéon del gen N. El RNA

Shield™ por si solo no absorbe en ese rango de longitud de onda (Fig. 9A)

Una vez determinada la longitud de onda de absorcion de las sustancias, se realizé una
excitacion en longitudes de onda cercanas (>450 nm) y se realiz6 un barrido de emision
de 500 a 700 nm. (Fig. 9B).

Se encontr6 de nuevo que el MTV presenta la curva de emision con mayor
fluorescencia en longitudes de onda cercanas a las de emisién de los fluorocromos
Alexa Fluor™ 488 y FAM™ 488 utilizados para el gen N. La mezcla del MTV con RNA
Shield™ presenta aproximadamente una tercera parte de la fluorescencia del MTV
solo. EI RNA Shield™ por su parte no presenta una emision de fluorescencia

significativa en ese intervalo.

Finalmente, en el canal de excitacidon-emision del gen N se observa una vez mas que el
MTYV presenta la mayor fluorescencia. Ademas, se encontré un aumento significativo en
la fluorescencia del RNA Shield™+MTV en comparacion con el RNA Shield™ por si

solo (Fig. 9C). En el caso del canal de excitacion-emision para los fluorocromos Alexa
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Fluor™ 647 y Quasar™ 670 utilizados para el gen E, Unicamente se encontré un
aumento significativo en la variacion de los resultados para el RNA Shield™+MTV

comparando contra el RNA Shield™ solo (Fig. 9D).

A 70000 *~ RMNAShieid™ B
- MTV
L . —* RMNAShield™ + MTV
RMAShield 60000 Vel 4 \l et
- MTV 3 ¥ R N
™ RMNAShigid™ + MTV =
_ § 50000 .
= 40000 1
[*]
§ - }
§ o5 & 300004 N
=4 E .
9 20000+ L .
L3 S T 1
(‘J‘ E I-/ i"‘l\; s '-I-
- " 10000 - )
".l. I'.'.' l"I-c"t‘ ' o k\i'\.."__‘_-i i )
L [ ) T——— ., et
0.0 T T T T T T | — '500 520 540 560 580 600 620 640 660 630 700
300 350 400 450 500 550 600 650 700 N
A
25000~ c 40 D
— - L]
3 s
2 20000- . & '
[ | § 304
g 15000~ g L sl
.:__l L § 204 ¥
10000~ ° ——
g g GD L '
k) | e A, 2 10 % ‘s
5 5
£ £
c 1 ‘*l ] | 0 I e‘I ]
o (8] <
& 8 < & & B® éé 3
X > N >
& & ) P
oF oF O
& i~ & &
¥ ¥
& &

Figura 9. Estudio espectrofotométrico de la interaccion entre el medio de transporte viral y el
RNA Shield™ con base en las longitudes de onda de los genes Ny E.

A) Barrido de absorbancia (Abs) con longitudes de onda (A) crecientes para 100 pyL de cada
sustancia; RNA Shield™ (triangulos, rojo), medio de transporte viral (MTV, cuadros, azul) y la mezcla
en proporcion 1:1 de RNA Shield™ con MTV (triangulos, negro). B) Barrido de emision de
fluorescencia (unidades arbitrarias, ua) con longitudes de onda (A) crecientes y excitacion en 450 nm
para 50 pL de cada sustancia. C) Medicion de la fluorescencia en el canal de medicién del gen N (488
nm) con 100 yL de cada sustancia. El analisis estadistico t de student (IC=95%; n=9, £ SD) muestra
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diferencias significativas entre las medias de los puntos de RNA Shield™+MTV respecto a los puntos
de RNA Shield™ (****P<0.0001). D) Medicion de la fluorescencia en el canal de medicién del gen E
(670 nm) con 100 yL de cada sustancia. El analisis estadistico F de Fisher (IC=95%; n=9, + SD)
muestra diferencias significativas entre las varianzas de los puntos de RNA Shield™ respecto a los
puntos de RNA Shield™+MTV (*P<0.01).
Al encontrar que la mayor absorcion y emision de luz es producida por el MTV, se
realizo otro estudio espectrofotométrico inicamente con RNA Shield™ (Anexo 7). Esto
con el fin de considerar la posibilidad de su uso directo en la toma de muestras, sin el

paso intermediario con MTV.

El RNA Shield™ y la Sol. B de forma independiente presentaron una intensidad de
fluorescencia nula. Después, se disolvid el equivalente a 2 pmol de cDNA-fluorescente
del gen N (N-Fluo) en Sol. B. Esta disolucion presenté una intensidad de fluorescencia
significativamente mayor a la Sol. B y es considerada la basal. Posteriormente, al RNA
Shield™ se le agrego el volumen del stock de N-Fluo equivalente a 2 pmol. La
intensidad de fluorescencia en esta condicion se duplicd respecto a la disolucion de
N-Fluo+Sol.B. Finalmente se agregd RNA Shield™ a la disolucion de N-Fluo+Sol.B,

donde la intensidad de fluorescencia resulté cerca del triple de la basal.

Los resultados anteriores sugieren que, ocurre una reaccion entre el RNA Shield™ vy el
N-Fluo que produce un aumento en la fluorescencia. Por lo que, es posible que la
presencia de la Sol. B esté fomentando dicha reaccion debido al aumento exacerbado

de la fluorescencia.

Efecto del RNA Shield™ en el procesamiento de muestras clinicas

El RNA Shield™ resulta ser una opcion viable para reemplazar al TRIzol™, no
obstante, aun presenta dificultades en la interpretacion del resultado debido a los
cambios que produce en la fluorescencia del cDNA-fluorescente. Por esto, una vez
mas se considerd el uso del RNA purificado, comparando los resultados contra los
de RNA Shield™ en muestras clinicas (Fig. 10).

Se encontré que a diferencia del TRIzol™, el RNA Shield™ aumenta la fluorescencia

tanto del fluorocromo N como el del E (Fig. 10A, 10B). Por el contrario, con el RNA
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purificado hay una mayor consistencia en los resultados, es decir, la variabilidad es
menor y el método es mas repetible y reproducible. Sin embargo, al comparar con el
RNA purificado, se encontré una baja coincidencia entre ambos genes. Una vez
mas, con el RNA purificado se observo lo contrario, lo que facilita el establecimiento

de un diagndstico a partir de la prueba (Fig. 10C).
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Figura 10. Efecto de la presencia de DNA/RNA Shield™ contra el RNA purificado en la
deteccion de muestras clinicas.

A) Comparacion cualitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental establecido con
las muestras tratadas con RNA Shield™ (arriba), contra la extraccion y purificacion del RNA (RNA
purif., abajo) para el gen E (rojo). Fotografias capturadas en el Cytation5™. B) Acercamiento de las
perlas magnéticas para mayor apreciacion del aumento en la fluorescencia por efecto del RNA
Shield™. C) Comparacion cuantitativa de pruebas clinicas siguiendo el método experimental
establecido con las muestras tratadas con RNA Shield™ (circulos), contra la extraccion y
purificacion del RNA (RNA purificado, cuadros) para el gen N (verde) y el gen E (rojo). Los datos en
el eje Y se normalizaron respecto al control negativo de manera que el NEG = 1.
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Aun asi, al comparar numerosos resultados de la prueba con RNA purificado contra
la RT-gPCR se encuentran algunas discrepancias. Principalmente al revisar la

sensibilidad con el estandar de oro como referencia.

Interferencias en las pruebas clinicas utilizando RNA purificado

Debido a las variaciones encontradas en los resultados para las muestras con RNA
purificado, se considero la presencia de RNA humano negativo a SARS-CoV-2 (hRNA;
Anexo 3) como interferencia en la prueba. Por ello, inicialmente se determiné la
sensibilidad de la prueba unicamente con RNA purificado de muestras positivas a
SARS-CoV-2 (VRNA) detectado por RT-gPCR (Fig. 11A). Asi, con el fin de determinar el
factor tRNA/hRNA en el que existiera un cambio significativo en el resultado de la
prueba, se probaron concentraciones crecientes de hRNA con concentraciones fijas de
VvRNA (Fig. 11B) y concentraciones decrecientes de VRNA con concentraciones
crecientes de hRNA (Fig. 11C).

Para la primera condicion, se realizo un analisis estadistico ANOVA (IC=95%; n = 3,
SD), donde se encontraron diferencias significativas en los puntos de 120 ng y 145 ng
de hRNA con respecto al punto de 0 ng, para el gen N (°P<0.05). Posteriormente, se
realizé un analisis de t de student (IC=95%; n = 3, + SD) en el cual se compararon los
resultados de las concentraciones del hRNA (0, 5, 20, 45, 70, 95, 120, 145 ng totales)
con el control negativo (NEG). Se obtuvieron diferencias significativas en los puntos 0
ng y 5 ng para el gen N (*P<0.05) (Fig. 11B). En otras palabras, se encontré que la
proporcion de hRNA y vRNA pueden afectar significativamente la sensibilidad de la
prueba. A partir de 70 ng de hRNA en la muestra, la prueba puede resultar en un falso
positivo. A su vez, el resultado de la prueba puede presentarse como un falso negativo,
en particular si la concentracion viral es baja (7.4 kCV para el gen Ny 14.8 kCV para el
gen E). Dado que las muestras clinicas no son unicamente RNA viral, se observa que
el método de deteccion pierde sensibilidad por debajo de los 0.8 ng totales de VRNA, lo
que se traduce en un estimado de 3.9 kCV para el gen Ny 7.7 kCV para el gen E (Fig.
11C).
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Figura 11. Interferencia de RNA humano y determinacion de la carga viral detectable.

A) Curva control o de referencia de la reaccién de las perlas magnéticas funcionalizadas (+SD) con los
genes N (verde) y E (rojo) unidas a las sondas fluorescentes (N y E) que no reconocieron a los RNA
sintéticos de los genes N y E a concentraciones crecientes (0, 0.1, 1, 3 y 5 pmol). B) Fluorescencia
normalizada al control, resultado del anadlisis del efecto del RNA humano (negativo a SARS-CoV-2) con
concentraciones crecientes de este (0, 5, 20, 45, 70, 95, 120, 145 ng totales). C) Fluorescencia
normalizada al control, resultado del analisis del efecto de concentraciones decrecientes de RNA viral
(25, 18.7, 12.5, 6.3, 3.1, 1.6, 0.8, 0 ng totales), con concentraciones crecientes de RNA humano negativo
a SARS-CoV-2 (0, 6.5, 12.5, 18.5, 21.5, 23.5, 24, 25 ng totales).

Resumen de interferencias en la prueba

Etapa Variable Interferencia Diagnéstico

Remanentes producen un incremento en la

Medio de transporte viral fluorescencia en 400-600 nm Falso negativo

Interferencia con el reconocimiento del cDNA-
fluorescente con el RNA viral/ssDNA-biotinilado en Falso negativo/positivo
pruebas clinicas por el sélido blanco

Disminucién de la propiedad superparamagnética de Falso negtivo/positivo

las perlas
i ™ Con concentraciones bajas, incremento enla "
Tratamiento de la TRIzol 4 jas, " Falso negativo
muestra fluorescencia del fluorocromo Alexa Fluor™ 488

Con concentraciones altas, aglomeracion de las

perlas magnéticas Falso positivo

El calentamiento a 50°C/90°C fomenta reacciones

N . Falso negativo/positivo
secundarias en la competencia & /p

DNA/RNA Shield™ Reaccion desconocida con fluorocromos de Ny E Falso negativo

Interferencia en el reconocimiento del cDNA-
RNA purificado fluorescente con el RNA viral en lamuestra clinica Falso negativo
por una relacion hRNA/vRNA alta
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Sensibilidad del biosensor

Dados los resultados anteriores, se decidié aumentar el numero de pruebas, con el fin
de describir la sensibilidad obtenida en funcion de la disolucion de inactivacion utilizada
o la ausencia de esta. Se construyeron matrices de célculo de dichos parametros, con
base en los resultados de las realizadas con el biosensor y comparandolos con los
obtenidos por RT-qPCR (Vizcaino-Salazar, 2017).

Se encontré que las muestras tratadas con TRIzol™, presentan menor sensibilidad que
las tratadas con RNA Shield™, comparando con los resultados de la RT-gPCR
proporcionados por el IMSS (Cuadro 6). Finalmente se descartdé el TRIzol™ y se
compararon los resultados de las pruebas tratadas con RNA Shield™ y con el RNA

purificado, resultando el segundo con una mayor sensibilidad.

Cuadro 6. Matriz de calculo de sensibilidad del biosensor con base en la RT-qPCR realizada en el IMSS.

Gen E
RNAShield TRIzol
Virus Presente  Virus Ausente Total Virus Presente  Virus Ausente Total
Prueba Positiva 21 4 25 36 23 59
Prueba Negativa 12 14 26 22 27 49
Concordancia Positivos Negativos Positivos Negativos
% 63.64 77.78 62.07 54.00

Cuadro 7. Matriz de calculo de sensibilidad del biosensor con base en la RT-gPCR realizada en el InDRE.

GenE
RNA Purificado RNAShield
Virus Presente  Virus Ausente Total Virus Presente  Virus Ausente Total
Prueba Positiva 42 2 44 32 2 34
Prueba Negativa 5 26 31 15 26 41
Concordancia Positivos Negativos Positivos Negativos
% 89.36 92 86 68.09 92.86
Gen N
RNA Purificado
Virus Presente  Virus Ausente Total
Prueba Positiva 45 0 45
Prueba Negativa 2 28 30
Concordancia Positivos Negativos
% 95.74 100.00
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Analisis de resultados y discusion

Efecto del MTV + TRIzol™ en la deteccién de pruebas clinicas

Las instituciones colaboradoras del proyecto proporcionaron muestras de distintos
pacientes, con diferentes cuadros clinicos y resultados de RT-gPCR. Tanto la forma en
que se tomod la muestra como los resultados de RT-qPCR dependen de cada una de
las instituciones. En algunos casos (INER e INDRE) se tuvo acceso a los resultados de
RT-gPCR conociendo qué secuencias génicas virales se emplearon y los ciclos de
cuantificacion (CT) obtenidos. Para el caso de las muestras provenientes del IMSS no
fue posible acceder a esa informaciéon y solo se contd con el diagndstico positivo o
negativo. Al momento de realizar los diagnosticos por hibridacion, todas eran muestras

ciegas.

La toma de muestra, ya sea por exudado orofaringeo o nasofaringeo, implica una
friccion en el tejido humano, con lo que es posible recolectar células epiteliales, moco,
vellosidades y/o microbiota habitual ademas del virus. Al colocar el hisopo en el medio
de transporte viral (MTV), la proliferacion de las bacterias y hongos pertenecientes a la
microbiota se verian atenuadas debido a la presencia de antibidticos y antimicéticos,

respectivamente.

El suero fetal bovino en el MTV sirve para enriquecer el medio, con el fin de conservar
las condiciones fisiolégicas de un sistema bioldgico y con esto, conservar integro el
virus. Finalmente, el pH se ajusta a 7.4 (fisioldégico) y las sales actuan como
amortiguadores del mismo. El pH es ademas identificado con un croméforo como
indicador (rojo de fenol). El rojo de fenol se utiliza como indicador de pH debido a que
su estructura quimica cambia en funcion de este. Si se aumenta el pH (pKa = 1.2), el
protén del grupo cetona se pierde, lo que da como resultado el ion amarillo con carga
negativa. A pH aun mayor (pKa = 7.7), el grupo hidroxilo del fenol pierde su protén,

dando como resultado el ion rojo.
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Imagen 5. Estructura quimica del rojo de fenol.

Al agregar el MTV en proporcion 1:1 con la disolucidn de inactivacion, ocurre una lisis
de los lipidos presentes en la muestra debido a la presencia de detergentes. En las
células, dichos lipidos pueden encontrarse en forma de membrana celular u otras
biomoléculas de naturaleza similar. Asimismo, la capside proteica de los virus es
penetrada por moléculas como el tiocianato de guanidinio presente en el TRIzol™, lo
que expone el material genético del virus para ser detectado en funcién de la

hibridacion de las sondas fluorescentes.

En el disefio experimental de la prueba de hibridacion, la curva control o de referencia
esta disefada para que el control negativo (NEG) sea el punto mas fluorescente en la
prueba, ya que carece de RNA sintético o viral. Contiene unicamente el
cDNA-fluorescente y las perlas magnéticas funcionalizadas. No obstante, el

comportamiento de los resultados fue diferente al esperado para el gen N (Fig. 1A).

El aumento exacerbado en la fluorescencia de las muestras clinicas se atribuy6 a la
presencia de TRIzol™, que contiene fenol en su formulacion. Dicha sustancia quimica
es un disolvente organico que contiene un anillo aromatico en su estructura. Estos
grupos funcionales tienden a presentar fluorescencia, por lo que se sugiere que al no
realizar los lavados finales de manera adecuada, el remanente de esta sustancia
produciria dicho efecto en la fluorescencia de la prueba. Debido a esto, se aumenté el
volumen de 50 a 100 pyL de BL1X utilizado en el paso 3.2 (posterior a la deteccidn) de

la metodologia y se aumentaron de 300 a 500 rpm de agitacion de placa.
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De manera seguida, se continud con el ensayo ciego haciendo los cambios indicados.
La tendencia obtenida con 5 uL resulta congruente, ya que se observa una tendencia
creciente en la deteccién del genoma viral. En otras palabras, es posible observar que
hay muestras con una carga viral pobre, otras con moderada y otras con una carga
viral alta. No obstante, diversos pacientes se encuentran en el limite establecido entre
positivo y negativo. Se pensé que al aumentar el volumen de muestra habria un mayor
y mejor reconocimiento del RNA viral en la prueba, permitiendo diferenciar de forma
mas clara los pacientes positivos de los negativos cercanos al limite. Al aumentar el
volumen a 10 pyL y 30 yL ocurrié lo contrario a lo esperado, lo que sugiere que se esta
afectando entre otras cosas, a la unién biotina estreptavidina o la unién entre la

estreptavidina y la perla magnética (Fig. 2).

El fabricante de las Dynabeads™ reporta que la forma en la que se encuentra unida la
estreptavidina con la particula magnética, es a través de una union covalente. La
informacion reportada, sugiere una union altamente estable entre dicha proteina y la
aleacién magnética. Dicha estabilidad es posible manteniendo las perlas magnéticas en
la Sol. B que contiene una concentracion 0.1 M de NaCl (Anexo 7), una sal que
estabiliza a la estreptavidina evitando su degradacion durante un tiempo determinado.
En numerosos sistemas biolégicos se ha descrito el papel de las sales en la
estabilizaciéon de proteinas mediante interacciones electrostaticas no especificas.
Ademas, dicha sal contenida en la Sol. B, aumenta la linealizacion de los
oligonucledtidos, lo que a su vez promueve la hibridacion entre ellos (Arakawa &
Timasheff, 1991; Hani et al., 2019).

La union biotina-estreptavidina esta caracterizada por ser una de las uniones no
covalentes mas fuertes conocidas. Esto se debe principalmente a su alta especificidad,
alta afinidad y a la resiliencia de la estreptavidina a cambios de pH, cambios de
temperatura y a la presencia de agentes desnaturalizantes de proteinas. No obstante,
dicha uniéon se rompe en condiciones especificas de temperatura y pH (Chivers et al.,
2011).
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Por un lado, el enlace entre estas dos moléculas se da por la presencia de numerosos
puentes de hidrégeno que se forman entre los residuos de serina presentes en el sitio
de unién de la estreptavidina, de manera especifica los de Ser*. Dicho aminoacido
posee grupos funcionales hidroxilo (OH) libres en su estructura, lo que le permite
formar interacciones no covalentes con otras moléculas de la misma naturaleza. Por
ello, resulta improbable que se esté rompiendo dicha unién y que los resultados estén

relacionados con las sustancias utilizadas en el tratamiento de la muestra.

Por otro lado, el tiocianato de guanidinio actua como un agente caotropico, es decir,
una molécula que en disolucion acuosa puede romper los puentes de hidrogeno
presentes en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas de la nucleocapside
del SARS-CoV-2. De forma general, los agentes caotropicos interfieren con las
interacciones intermoleculares mediadas por fuerzas no covalentes. Estas incluyen a
los mencionados puentes de hidrogeno, las fuerzas de Van der Waals y las
interacciones hidrofébicas. Dichas interferencias producen la desnaturalizacién de

proteinas y acidos nucleicos (Salvi et al., 2005).

@
NH »
] o= __ =
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- - -
HoN NH >
Imagen 6. Estructura quimica del tiocianato de guanidinio
en su forma disociada.

El ion guanidinio obstaculiza los enlaces de hidrogeno formando nuevos entre su propia
estructura y los enlaces amida de las proteinas. Asimismo, el ion tiocianato puede

formar enlaces con los grupos funcionales tiol (-SH) presentes en los residuos de

cisteina, lo que las lleva a una estructura inestable y por lo tanto, a la desnaturalizacion.

De forma especifica, se ha estudiado que la unién biotina-estreptavidina puede verse
comprometida en presencia de cloruro de guanidinio a una concentracion aproximada

de 8 M, pH de 1.5 y/o temperaturas mayores a 80°C (Holmberg et al., 2005). De
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acuerdo a los calculos realizados (Anexo 8), la concentracion presente de guanidinio al
momento de la reaccion de deteccion es de 0.1 M, 0.2 My 0.6 M en las condiciones de
5 pL, 10 pL y 30 yL de muestra respectivamente. Si bien esa concentracion es lejana a
la reportada para la disociacion de la estreptavidina, el fenol, el acido tiocianico y el
tiocianato de amonio presentes en el TRIzol™, tienen un pH de 4-5 que disminuye de
forma inversamente proporcional a la concentracion de TRIzol™ en la muestra,
llegando a un pH minimo de 2. Dichas condiciones, sumadas al calentamiento a 90°C
pueden producir a baja concentracion (0.1 M), una reaccion entre los componentes del
TRIzol™ vy la estructura quimica de los fluorocromos acoplados al cDNA, aumentando
su fluorescencia. Por otro lado, a altas concentraciones (0.6 M) las perlas magnéticas
no presentan fluorescencia, de manera independiente de la concentracién de
cDNA-fluorescente, del ssDNA-biotinilado y del numero de perlas magnéticas. Esto
sugiere que ocurrio la disociacién del tetramero de estreptavidina en sus subunidades,
lo que llevo a la disociacidon de la biotina debido a la alta concentracidn del tiocianato de
guanidinio, que interfiere con los puentes de hidrogeno presentes en la unidn

biotina-estreptavidina (Green & Toms, 1972).

Al disociarse, las proteinas son mas susceptibles a uniones inespecificas con otras
proteinas, por lo que los cumulos formados de perlas magnéticas, pueden deberse a
una unién inespecifica entre los monémeros o dimeros de estreptavidina de una perlas
magnéticas con otros de su misma naturaleza en las perlas magnéticas vecinas. Para
que la funcion de las proteinas sea adecuada, es necesario no solo que se vinculen a
objetivos especificos, sino también que se eviten las interacciones no funcionales y la
agregacion no especifica. Finalmente, las propiedades superparamagnéticas de las
perlas son alteradas debido a los agregados de estreptavidina que se forman entre

ellas (Johnson & Hummer, 2011).

Es posible entonces, que la utilizacién de Dynabeads™ activadas superficialmente para
formar un enlace covalente con el ssDNA como un reemplazo de la unidn

estreptavidina-biotina haga una diferencia significativa en los resultados.
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Propiedades generales y efecto del TRIzol™ en la detecciéon de RNA
sintético

Uno de los componentes del MTV es la disolucion salina balanceada de Hanks. Esta
disolucion contiene cationes calcio (Ca?*) y magnesio (Mg®"). La formacion del
precipitado blanco al mezclar el TRIzol™ con el MTV sugiere que estos pueden ser los
atomos centrales en la formacion de un compuesto de coordinacion con el ion

tiocianato presente en el TRIzol™ como el ligando o quelante.

Asimismo, la absorbancia exacerbada que se observa (Fig. 3A) puede deberse a dicho
precipitado color blanco. La absorbancia es dependiente de la cantidad de moléculas
presentes en la disolucion y de la distancia que existe entre ellas. Cuando el estado de
la materia es solido, las particulas se encuentran muy cerca entre ellas, o que hace a
la sustancia mas opaca y por lo tanto, impide el paso de la luz. De esta forma, al
disminuir la cantidad de luz que atraviesa al sélido blanco, aumenta el valor de

absorbancia en la lectura (Eichler et al., 2018).

De igual forma que con el fenol, el remanente de este sélido después de la deteccion
puede producir interferencias en la lectura. Las moléculas fluorescentes a detectar al
finalizar la prueba, requieren cierta cantidad de luz incidente para ser excitadas. Sin
embargo, la presencia del solido blanco produce un efecto de apantallamiento de la luz
incidente, es decir, una disminucion en la cantidad de luz que incide en los
fluorocromos. Este fendmeno produce una disminucion en el numero de electrones
excitados, lo que se refleja como una disminucién de la fluorescencia en la lectura. Asi
pues, se reitera la importancia de los lavados posteriores a la reaccion de deteccion
(Eichler et al., 2018).

Sumado a esto, la presencia del sélido puede evitar el correcto reconocimiento e

hibridacién del RNA viral por el cDNA-fluorescente debido al impedimento estérico.
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Este tipo de interferencias unicamente podrian evitarse con cambios en los

componentes de las disoluciones, o cambiando la disolucién misma.

En el barrido de emision (Fig. 3B) se encontré que el MTV presenta una emision de
fluorescencia en longitudes de onda similares a las del fluorocromo para el gen N. Esto
confirma que el rojo de fenol representa una interferencia importante para la correcta
lectura de la prueba. Al reaccionar este con el TRIzol™, se forma el compuesto de
coordinacion (Imagen 9) que interfiere con la lectura de fluorescencia y aumenta la
dispersion de los datos. Dicha dispersion se debe al efecto de apantallamiento
mencionado y a que este no es uniforme en todas las repeticiones del experimento. No
obstante, el remanente de MTV y por lo tanto, de rojo de fenol contindan aumentando

la fluorescencia en el mismo rango de longitudes de onda.

Con las lecturas utilizando las configuraciones del equipo de lectura para los genes N y
E se corroboré que el MTV es el factor que produce el mayor numero de interferencias.
En el gen N principalmente aumentando la fluorescencia y en el gen E aumentando la
dispersion de los datos. Por lo que evitar su uso o disminuir su concentracion puede ser

una opcion viable para la prueba.

Asi pues, aun al realizar los experimentos Unicamente con TRIzol™ existe un aumento
en la fluorescencia de los cDNA-fluorescentes Alexa Fluor™ 488 y 647 sintetizados por
IDT™. Dichos cDNAs-fluorescentes tienen diferencias estructurales importantes en
comparacion con los FAM™ 488 y Quasar™ 670 de la marca T4Qligo™, que incluyen la
presencia de grupos funcionales que le confieren a la molécula propiedades reactivas

distintas.

Al analizar dichas estructuras se observd que una de las diferencias mas importantes
es que los fluorocromos de IDT™ poseen grupos funcionales como el sulfonato y
amina. Estos grupos funcionales tienen propiedades hidrofilicas debido a la alta

electronegatividad de sus atomos (N, S y O) y a la presencia de hidrogenos. La
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presencia de atomos electronegativos y de hidrogeno permite la formacion de enlaces

con el agua, fomentando su solubilidad en este disolvente.

T40ligo

N N A

.
N N
H i S04
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o 3
Alexa Fluor™ 488 / Alexa Fluor™ 647 x FAM™ 488 Quasar™ 670

Imagen 7. Estructura quimica de los fluorocromos acoplados a los cDNA-fluorescentes.

Los cDNA de la marca IDT™ tienen acoplados los Alexa Fluor™ de longitud de onda 488 y 647 para los
genes N y E respectivamente. Los cDNA de la marca T40ligo™ tienen acoplados los FAM™ 488 y
Quasar™ 670 para los genes N y E respectivamente. Las flechas azules sefialan los grupos funcionales
sulfonato. Las flechas rojas sefialan los grupos funcionales amino diferentes a los de un heterociclo. Las
estructuras mostradas son las reportadas por los proveedores a pH neutro (~7).

Ademas, los grupos funcionales de los Alexa Fluor™ se encuentran altamente
ionizados al pH utilizado en la prueba (pH = 7.5). Sin embargo, al agregar el TRIzol™ el
pH se reduce hasta un pH = 2-4, lo que en los grupos sulfonato implica una protonacién
de los oxigenos, haciendo a la molécula mas hidrofébica. Al ser hidrofébica, la
molécula es mas soluble en disolventes organicos como el fenol presente en el
TRIzoI™, lo que puede producir una division de fases, evitando la correcta interaccion
del RNA viral con el cDNA-fluorescente que se encuentra en disolucion acuosa. Esto a

su vez resultaria en una baja deteccion y por lo tanto, una alta fluorescencia.

Por el contrario, los fluorocromos FAM™ y Quasar™ tienen mayoritariamente grupos
funcionales hidrofébicos como cadenas largas de carbonos y anillos aromaticos no
sustituidos. Esto impide que dichas moléculas puedan interaccionar con el agua y sean

mas solubles en disolventes organicos como el fenol presente en el TRIzol™.

De la misma manera que con Alexa Fluor™, las propiedades de estos fluorocromos
pueden ser alteradas por el pH del TRIzol™. El grupo amida presente en el FAM™ 488

puede protonarse a pHs bajos. No obstante, tanto el FAM™ como el Quasar™ son mas
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estables a cambios de pH y a alteraciones estructurales debido a la ausencia de grupos
funcionales altamente reactivos. EI RNA viral se encuentra emulsionado en el fenol, por
lo que las propiedades hidrofilicas del fluorocromo y por lo tanto del cDNA-fluorescente

pueden influir en la interaccién intermolecular.

De acuerdo al mencionado analisis estructural, se sugiere que el TRIzol™

puede estar
alterando la estructura quimica de los Alexa Fluor™, particularmente del 488

correspondiente al gen N.

Inicialmente se pensd que la presencia de los grupos sulfonatos en las estructuras de
los Alexa Fluor™ podria ser la causa de las inconsistencias en la prueba. Sin embargo,
estos grupos funcionales también se encuentran en la estructura del fluorocromo
correspondiente al gen E, donde no se encontré un aumento significativo en la
fluorescencia. Ademas, los grupos funcionales sulfonato unidos a uno o mas anillos
aromaticos son altamente estables y no reaccionan de forma particular con ningun

componente del TRIzol™.
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Imagen 8. Mecanismo de accién para la formacién de 2-aminobenzotiazoles a partir de anilinas.
Adaptada y traducida al espafiol. (Singh, et al., 2020)
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Por otro lado, el Alexa Fluor™ 488 correspondiente al gen N posee en su estructura
grupos amino unidos a un benceno llamados anilina o aminobenceno. Dichos grupos
funcionales son altamente reactivos con el tiocianato de amonio a temperatura
ambiente. Dicha reactividad puede fomentarse en condiciones aerdbicas y con
temperaturas superiores a la ambiente (>25°C). De esta forma se produce un anillo
heterociclico unido al benceno denominado 2-aminobenzotiazol (Imagen 8; Singh, et al.
2020).

La presencia de un anillo aromatico extra, significa un aumento en el numero de dobles
enlaces conjugados en la estructura molecular y con ello, un aumento en su
fluorescencia. Esta puede ser la razén del aumento significativo en la fluorescencia del
Alexa Fluor™ 488 que lo diferencia del 647 de la misma marca y de los otros dos de

diferente marca.

Efecto del calentamiento previo a la competencia en la deteccion de
pruebas clinicas en presencia y ausencia de MTV+TRIzol™

Debido a que el aumento en la temperatura puede fomentar la formacion del
2-aminobenzotiazol, se considerd la eliminacion del calentamiento a 90°C del método
experimental. Considerando la cinética de una reaccion como la presentada, un
aumento en la temperatura desplaza el equilibrio quimico hacia los productos debido a
un mayor movimiento en las moléculas reactivas. Ademas, un aumento en la
temperatura aumenta la linealidad de las secuencias de acidos nucleicos de una sola
cadena, lo que disminuye la probabilidad de que se formen heterodimeros y por lo
tanto, exista un mayor reconocimiento entre las secuencias complementarias. Por esto,
se esperaba un mayor aumento en la fluorescencia al exponer el cDNA-fluorescente a
90°C y una disminucién de la misma a 50°C. A pesar de ello, el resultado fue contrario

al esperado.

Los resultados sugieren que, dentro de todas las sustancias presentes al momento de
la reacciéon de competencia, ocurren equilibrios quimicos secundarios que interfieren

con la reaccién principal que en este caso, es la formacion del heterociclo. Cabe
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mencionar que una de las reacciones secundarias es en la que se forma el compuesto
de coordinacion que precipita al mezclar el TRIzol™ con el MTV. Es posible
considerarla una reaccion secundaria debido a que la misma molécula iénica (SCN")

funge como reactivo en esta y en la reaccion principal.

Es posible que a 50°C se favorezca la reaccion principal. Al formarse los heterociclos
en un mayor numero de moléculas, se obtiene una intensidad de fluorescencia mayor.
Por otro lado, el calentamiento a 90°C puede estar fomentando la formacién del
compuesto de coordinacion con los cationes metalicos presentes en el MTV. Lo que
interferiria con el reconocimiento y la hibridacion entre los cDNA-fluorescentes y los
ssDNA libres en las perlas magnéticas funcionalizadas. En consecuencia, ocurre una

disminucion de la intensidad de fluorescencia.
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Imagen 9. Reacciones que interfieren en la reaccion de deteccion.

Para ambas reacciones el ion tiocianato (SCN") es un reactivo. A) Producto de la reaccién principal
favorecida por el calentamiento a 50°C (formacion de heterociclos). B) Producto de la reaccion
secundaria favorecida por el calentamiento a 90°C (formacion de complejos).

En cualquiera de los dos casos (50°C y 90°C) los resultados son incongruentes debido
a la presencia de TRIzol™ y de MTV. Por ello se considero la posibilidad de restarlos
del biosensor, a través del aislamiento y purificacion del analito, es decir, la extraccion

del RNA.
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La extraccion de RNA consiste en una serie de pasos que tienen como objetivo el
aislamiento del RNA presente en la muestra. Como se menciono, el TRIzol™ contiene
sustancias desnaturalizantes de proteinas y lipidos. En el SARS-CoV-2 se
desnaturaliza la membrana lipidica externa y la capside proteica que envuelve al
material genético del virus. Sin embargo, también desnaturaliza las membranas de las
células epiteliales humanas, asi como las de las bacterias de la microbiota habitual que
se recolectan durante la toma de la muestra. Esto produce la liberacion de diversos

componentes celulares que pueden interferir con la correcta deteccion del RNA.

Una vez que la muestra se encuentra en TRIzol™, se agrega cloroformo. El cloroformo
es un disolvente organico de mediana-baja polaridad, por lo tanto, los lipidos y
moléculas de naturaleza similar, se disolveran en el mismo. De esta forma, se forman
dos fases, una organica (cloroformo) y otra acuosa donde se encuentran las moléculas
ionicas y altamente polares (RNA). Posteriormente se agrega isopropanol, un
disolvente de mediana-alta polaridad con el fin de producir la precipitaciéon del RNA y
de eliminar las impurezas de naturaleza similar. Finalmente se agrega etanol absoluto
grado biologia molecular, un disolvente altamente puro con una polaridad ligeramente
mayor a la del isopropanol con el mismo fin. Asi, se eliminan todas las impurezas con

propiedades quimicas diferentes a las del RNA, conservandose éste en la fase acuosa.

Al realizar la prueba de hibridacién con muestras de RNA purificado, se encontraron
resultados congruentes y una mayor coincidencia entre los genes. Esto puede deberse
a que se evitan las alteraciones en la fluorescencia como consecuencia del uso del
TRIzoI™ y del MTV. Entre las alteraciones mas frecuentes que se evitan esta el
aglomeramiento de las perlas magnéticas, el aumento o disminucion de la
fluorescencia debido a las reacciones descritas y el aumento en la movilidad de las

perlas por accion de los imanes.

El uso del RNA purificado en la prueba implica un aumento importante en el costo de la
misma. Esto se debe al numero y caracteristicas de las sustancias que se utilizan para

el proceso de aislamiento y purificacion. Ademas, es un proceso que requiere de
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precision y experiencia en el manejo de micropipetas, asi como en el trabajo

experimental con RNA.

Efectos del RNA Shield™ en la deteccion de RNA sintético y viral

Para fines del biosensor, el RNA Shield™ presenta numerosas ventajas sobre el
TRIzol™. De manera general, no contiene sustancias volatiles toxicas, las muestras

pueden conservarse a temperatura ambiente por un tiempo prolongado, entre otras.

De manera similar al TRIzol™, con el RNA Shield™ se observa un aumento en la
fluorescencia de la deteccion. La composicion del RNA Shield™ se desconoce, ya que
no esta reportada por el fabricante. A pesar de ello, es posible asumir que contiene
sustancias de naturaleza similar como agentes caotropicos y desnaturalizantes de
proteinas y lipidos. Dichas sustancias poseen una amplia gama de grupos funcionales

reactivos que pueden estar reaccionando con los componentes de la prueba.

La ausencia del precipitado blanco al mezclarse con el MTV, reluce la ausencia de
agentes quelantes con afinidad por el calcio o magnesio en la composicion del RNA
Shield™. Sin embargo, ocurre una disminucion del pH que se denota por el vire del rojo

de fenol a amairillo.

Al probar diferentes volimenes de RNA Shield™ en las curvas, se determin6 que este
tiene un margen de uso mayor que el TRIzol™. Es decir, que pueden utilizarse hasta 20
uL de RNA Shield™ sin presentar la mayoria de las interferencias que presenta el
TRIzol™. Aun asi, con 20 pL la tendencia de la curva se ve afectada, asi como se ve
aumentada la dispersion de los datos. Esto puede deberse a que a altas
concentraciones de RNA Shield™, los grupos funcionales reactivos mencionados
pueden interferir con la formacion de puentes de hidrégeno entre las cadenas de
RNA-cDNA-ssDNA. Dichas interferencias pueden producirse debido a la repulsion de
cargas entre moléculas, por impedimento estérico, o bien por reacciones quimicas que

compiten con la hibridacién de los acidos nucleicos.
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En las pruebas clinicas ocurre un comportamiento similar, ya que la intensidad de
fluorescencia promedio de las pruebas aumenta ligeramente al aumentar el volumen de
muestra (MTV+RNA Shield™) utilizado. Unicamente en uno de los pacientes se
observa un cambio mayor en el gen E al aumentar la concentracion de la muestra. Este
tipo de cambios pueden representar un diagndstico erréneo al establecer si la prueba
es positiva o negativa. No obstante, en todas las pruebas de diagndstico, se tiene un
porcentaje de confiabilidad menor al 100%, por lo que es importante determinarlo y

reportarlo aumentando el numero de pruebas clinicas (Prince-Guerra, 2021).

Para determinar la sensibilidad del biosensor con RNA Shield™ y TRIzol™, se
realizaron pruebas de RT-qPCR a las muestras evaluadas. Al comparar de forma
directa los resultados, se obtuvo que el RNA Shield™ presenta una mayor sensibilidad.
Esto puede deberse a la mencionada ausencia de interferencias que se observan con

el uso de TRIzol™.

Pese a las interferencias que puede producir el uso de RNA Shield™, resultan
significativamente menores a las presentadas con el TRIzol™. Por esto, el uso del RNA
Shield™ como sustituto puede ser una opcion viable para conservar el precio original
del biosensor. Ademas, al disminuir el numero de posibles discrepancias, aumenta

considerablemente la confiabilidad del resultado de la prueba.

Propiedades generales del RNA Shield™ y su efecto en la deteccién

Al estudiar las propiedades espectrofotométricas se encontré que el RNA Shield™ no
presenta una absorcién ni emisién significativa en las longitudes de onda de
fluorescencia de deteccion de los genes N y E. De la misma manera, en los canales y
configuraciones para ambos genes, presentd una fluorescencia comparable con el
blanco. Sin embargo, su combinacién con el MTV produce un aumento en la dispersion

de los datos.

69


https://paperpile.com/c/ImtcFk/fQVe

Por un lado, estos resultados sugieren que, el uso del MTV puede ser la causa principal
de las variaciones en los resultados. Ya sea formando el precipitado blanco con el
TRIzol™, brindandole propiedades cromoforas y fluorescentes al RNA Shield™, o bien
alterando el medio de reaccion de la prueba. Por otro lado, el remanente de RNA
Shield™ solo, no produciria fluorescencia a esas longitudes de onda, lo que sugiere
gue en su composicion no se encuentran sustancias con estructuras quimicas
fluorescentes. Por lo tanto, es posible que el aumento en la fluorescencia de los
resultados se deba a un cambio en la estructura quimica del fluorocromo similar a la

ocurrida con el TRIzol™.

Dicha hipodtesis se evalua con el uso del cDNA-fluorescente del gen N y la ausencia de
MTV. Se utilizd este gen debido a que es el que presenta mayores alteraciones en la
fluorescencia. En numerosos estudios se utiliza el NaCl como catalizador de una gran
variedad de reacciones quimicas. Un catalizador es una sustancia que favorece la
formacion de productos en una reaccion quimica y que al llegar al equilibrio, se
recupera totalmente. Los resultados obtenidos sugieren entonces, que ocurre una
reaccion entre el RNA Shield™ vy el fluorocromo del gen N, que es catalizada por la

presencia de las sales que conforman a la Sol. B (Hazra et al., 2020).

Efecto del RNA Shield™ en el procesamiento de muestras clinicas

El que el RNA Shield™ produzca un aumento en la fluorescencia de ambos genes,
representa una ventaja sobre el TRIzol™. Por un lado, el aumento en la fluorescencia
particularmente del gen N por parte del TRIzol™, significa una menor coincidencia entre
el resultado de cada gen. Por otro lado, el aumento uniforme en ambos genes que
produce el RNA Shield™ permite asimismo, aumentar el valor limite para el

establecimiento de un resultado positivo o negativo.

Sin embargo, al comparar contra el RNA purificado y al establecer el limite, se

encuentran inconsistencias similares a las presentadas con el TRIzol™. Esto puede
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deberse a que las interferencias mencionadas no sean consistentes, en otras palabras,

gue se presenten en diversos experimentos y en otros no.

Interferencias en las muestras clinicas con RNA purificado

Los procesos de lisis lipidica y desnaturalizacién proteica mencionados, ocurren tanto
en el virus como en las células que pudieran encontrarse en la muestra. De esta forma
se libera el material genético de las mismas. Por esto, las interferencias en la prueba

del biosensor por material genético ajeno al virus es probable.

Inicialmente se determind la sensibilidad de la prueba sin interferencias bioldgicas. Al
evaluar dichas interferencias de manera controlada con RNA humano extraido de un
sujeto sano, e igualmente controlando la concentracion de RNA viral sintético (Fig. 11),
fue posible determinar que la presencia del RNA humano puede cambiar el resultado
de la prueba. Esto puede deberse a un efecto de impedimento estérico por parte del
RNA humano, considerando que dicho RNA no reconozca y/o hibride a las secuencias
utilizadas en la funcionalizacion de las perlas magnéticas y en la reaccidn de

competencia.

Los cDNA utilizados en la prueba estan compuestos por un maximo de 21 nucledtidos
(nt), mientras que el RNA humano puede llegar a tener mas de 200 nt, por ello puede
representar una interferencia importante durante la hibridacion del cDNA-fluorescente
con el RNA viral, o bien del ssDNA-biotinilado con el cDNA-fluorescente. Este resultado
es una limitante general de las muestras debido a que es necesario recuperar células
humanas infectadas con el virus para asegurar la recoleccion del mismo, unicamente
es importante considerarlo como una limitante de esta prueba y de todas las que

impliquen una muestra similar (Jayamohan et al., 2020).
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Sensibilidad del biosensor

Finalmente, se encontré que la sensibilidad de la prueba aumenta significativamente
con el uso de RNA Shield™ como sustituto del TRIzol™. Obteniendo una concordancia
de resultados positivos y negativos de 62.07% y 54.00% respectivamente para el
TRIzol™; del 63.64% y 77.78% respectivamente para el RNA Shield™. A su vez, el uso
de RNA purificado aumenta significativamente dichos valores sobre el RNA Shield™,

con una concordancia del 95-100%.

Los valores calculados de sensibilidad se realizaron con base en las pruebas de
RT-gPCR realizadas por las instituciones que proporcionaron las muestras clinicas. En
caso de no contar con los resultados reportados por dichas instituciones, se realizaron
pruebas de RT-gPCR en el laboratorio adaptando el protocolo y las sondas a los

equipos disponibles.

La seleccion de un limite para afirmar si el virus se encuentra 0 no en un organismo es
variable, aun en el estandar de oro. La interpretacion positiva o negativa del resultado
es en cierta medida subjetiva, ya que depende de que se fije un valor de umbral. El
valor de umbral puede cambiar entre muestras, equipos, y entre usuarios de
experimentacion. Es por esto, que cualquier tipo de diagndstico debe ser establecido
en conjunto con el médico que ha revisado el cuadro clinico del paciente y

considerando un margen de error en las pruebas realizadas (Weissleder et al., 2020).

Evaluando todas las variables presentadas, es posible afirmar que las pruebas con
RNA purificado podrian significar una prueba confiable de diagndstico. Mientras que las
pruebas con RNA Shield™ podrian utilizarse como prueba de tamizaje, con el fin de

descartar casos negativos e identificar casos positivos evidentes.
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Propuesta de formulacién

En diversos estudios se han reportado formas de extraccion y preservacion del RNA de
virus, bacterias y otros organismos. Estas incluyen el uso de sustancias quimicas o de
variables termodinamicas que inactivan a los organismos y exponen su material
genético. Ademas, abarcan otras sustancias que estabilizan el RNA e inactivan las
enzimas que comprometen su estructura (RNAsas) (Kashofer et al., 2013; Menke et al.,
2017; Pavlovska et al., 2021; Sadler & Khodavirdi, 2015).

El objetivo final de este trabajo es plantear una formulacién de una disolucion para la
inactivacion del virus SARS-CoV-2 y preservacion de su RNA. Una disolucion que
ademas no interfiera quimicamente con la prueba de hibridacion. Sin embargo, las
disoluciones reportadas en la literatura para este fin, describen en su mayoria
componentes (guanidinio y agentes caotrépicos similares) que pueden alterar la
integridad de la union estreptavidina-biotina (Hasegawa et al., 2021; Kono et al., 2016;
Yan et al., 2020).

Debido a ello, se propone un cambio en la unidn del ssDNA-biot con la perla
magnética. Distintos proveedores producen perlas magnéticas con grupos funcionales
unidos a éstas, diferentes a la estreptavidina. De esta forma, podria formarse una unién
covalente entre el oligonucledtido (ssDNA) y la perla magnética, sin necesidad del
acoplamiento de la biotina al ssDNA. Dicha unién no estaria comprometida por la
presencia de agentes caotrdpicos o desnaturalizantes de proteinas, los cuales son

indispensables para la inactivacion del virus.

Una vez formada la union covalente entre la perla magnética y el oligonucledtido, es
posible utilizar una disolucién de inactivacidon sin que ésta se vea comprometida. Para
ello se propone eliminar o sustituir las sustancias que pueden reaccionar con los
fluorocromos. El objetivo de MTV es la conservacion del virus y de las células que lo

hospedan, por lo que es posible descartarlo por completo de esta formulacion.
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Si se descarta el tiocianato de amonio presente en el TRIzol™, se evitara la formacion
del heterociclo en la estructura de los fluorocromos. Sin embargo, como agente
caotropico se propone la conservacion del guanidinio, que se ha encontrado que

funciona tanto como inactivador del virus como preservador de su RNA.

Se propone ademas, utilizar un detergente suave con el fin de desnaturalizar los lipidos
presentes en la muestra. Para ello, pueden usarse detergentes comunmente utilizados
en biologia molecular como el lauril sulfato de sodio (SDS), o desoxicolato de sodio.
Ambos poseen estructuras quimicas poco reactivas con una baja probabilidad de

reaccionar con los fluorocromos.

S-0" Na'

Imagen 10. Estructura quimica de detergentes.
A) Desoxicolato de sodio. B) Lauril sulfato de sodio

Finalmente, se sugiere el uso de una disolucion salina isotdnica como soporte de la
disolucién de inactivacion y/o una disolucion amortiguadora de pH compuesta por sales

de sulfatos y fosfatos (PBS), o por acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Para validar el uso de las sustancias mencionadas, es necesario realizar una serie de
pruebas de compatibilidad entre los componentes y de estabilidad de la disolucion.
Asimismo, es necesario analizar los posibles equilibrios quimicos simultaneos debido a
cambios en las condiciones de presion, temperatura y pH. Una vez validada la

disolucién de forma independiente, es imprescindible estudiar sus efectos en la prueba.
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Conclusiones

e Se identificd que las disoluciones de transporte e inactivacion del virus producen
distintos efectos quimicos en la prueba de hibridacion. Dichos efectos se ven en
distintas etapas de la prueba. En el procesamiento de la muestra, previo a la
competencia, se forman precipitados al mezclar disoluciones que reaccionan
entre si. En la competencia, las disoluciones reaccionan con los fluorocromos e
interfieren con la hibridacion de los oligonucleétidos. En la deteccion, absorben y
emiten luz a longitudes de onda similares a las de los fluorocromos utilizados.

e Se determind que las disoluciones comunmente utilizadas para el tratamiento de
muestras clinicas, contienen sustancias desnaturalizantes de proteinas, lipidos y
preservadoras del RNA. Las cuales poseen caracteristicas estructurales
particulares que tienden a reaccionar entre ellas y con las sustancias a su
alrededor. Asimismo, contienen disolventes organicos o acuosos que pueden
evitar la correcta interaccion entre los componentes de la prueba o interferir en la
lectura final de la misma.

e Se describieron las posibles reacciones quimicas entre componentes, como los
iones catidnicos presentes en el MTV y los fluorocromos del cDNA-fluorescente
con el tiocianato de amonio presente en el TRIzol™. Sumado a esto, el efecto
del guanidinio presente en el TRIzo™ en la desnaturalizacion de la
estreptavidina y el efecto de los remanentes de rojo de fenol, fenol y RNA
Shield™ en la deteccién. De la misma manera, se describieron las posibles
interferencias por impedimento estérico con base en la presencia del precipitado
que se forma cuando los iones tiocianato interaccionan con el Ca?* del MTV, asi
como un valor bajo de la relacion vVRNA/hRNA.

e Se compard entre dos disoluciones de inactivacion (TRIzol™ y RNA Shield™)
mezcladas con el medio de transporte viral (MTV) y la ausencia de ellas (RNA
purificado). Se determin6é que el uso de RNA Shield™ posee mayores ventajas

sobre el uso TRIzol™ para la prueba de hibridacion. Sin embargo, la mayor
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sensibilidad se observo al utilizar el RNA purificado, lo que implica un aumento
en el costo y tiempo de la prueba.

Se propuso la preparacion de una disolucion de inactivacién y preservacion del
RNA viral con base en las disoluciones estudiadas. Dicha propuesta se realizo
considerando el uso de perlas magnéticas unidas covalentemente al

oligonucledtido como alternativa a la union estreptavidina-biotina.
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Anexos

Anexo 1. Complemento de la metodologia.
Disoluciones

e H,O con Dietil Pirocarbonato (DEPC) Inactivado.

e Buffer de Lavados 2X: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 2 M NaCl, H,O
DEPC.

e Buffer de Lavados 1X: 5 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, H,0O
DEPC.

e Disolucion A: 0.1 M NaOH en H,O DEPC, 0.05 M NaCl en H,O DEPC.
e Disoluciéon B: 0.1 M NaCl en H,0O DEPC.

e B4-BSA: PBS libre de Ca®* y Mg? en H,O DEPC pH 7.4, complementado con
BSA 0.01%, filtrada con filtro de 20um.

Oligonucledtidos

Cuadro 8. Datos generales de oligonucleétidos utilizados en la prueba para el gen E.

Gen E
Nombre Tipo Secuencia 5' - 3'
E-Biot (119 pmol/uL) cDNA Biotinilado ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT
E-Fluo (117 pmol/uL) cDNA Fluorescente ACG CTATTA ACT ATT AAC GTACCT GT
E (118 pmol/pL) RNA Sintético ACA GGU ACG UUA AUA GUU AAU AGC GU

Cuadro 9. Datos generales de oligonucleétidos utilizados en la prueba para el gen N.

Gen N
Nombre Secuencia 5' - 3'
N-Biot (126 pmol/uL) cDNA Biotinilado ACT TCC TCA AGG AAC AACATT GCCA
N-Fluo (100pmol/pL) cDNA Fluorescente TGG CAATGTTGTTCCTTGAGG AAG T
N (134 pmol/pL) RNA Sintético ACU UCC UCA AGG AAC AAC AUU GCC

Nota: En caso de variar el proveedor, la secuencia se conservd, cambiando
unicamente la concentracién estandar y/o el fluorocromo acoplado.
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Materiales y reactivos

Dynabeads™ M-270 Streptavidin
TRIzoI™ o DNA/RNA Shield™

Tubos para microcentrifuga de 1.5mL

Placa de Elisa de 96 pozos transparente sin recubrimiento, libore de RNAsas

(RNAse Free)

Gradillas con imanes

Reservorios Deep Well 16 mL de 12 columnas

Base magnética de manejo de perlas magnéticas para placa de ELISA
Micropipetas de 0.5-10pL; 2-20puL, 20-200uL, 100-1000uL

Puntas de micropipeta de 10uL y 200uL, de baja retencion/RNAseFree

Puntas de micropipeta de 10uL, 200uL y 1000uL RNAseFree

Equipos

Hulamixer™

Vortex

Centrifuga

Incubadora (50°C)

Thermoblock™

Robot pipeteador Integra™ Viaflo-96, cabezal 15-300 pL
Campana de Bioseguridad Nivel Il

Lector de placas Fluoroskan™ y Cytation5™
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Anexo 2. Medicion de fluorescencia con el software Gen 5.0™ y el equipo
Cytation5™

B8 Gens Image Prime 3.09 - Genes Ny E

| File Protocol Take3 Window System Help

ﬂ:

[ Procedure
+{F Plate Layout
[ Data Reduction
L[ Report/Export Builders

|4 Procedure - Cytation$ (Com4)

Select steps
Actions

Image
Read

Set Temperature
Shake

Dispense WPRead: Deteccion doble N [570] y E (F) 540,579, 640,681
Kinetic

Start Kinetic
Monitor Well
Append Reads
Pause

Delay

Flate Out/In

Stop/Resume
Process Mode

Well Mode
Flate Mode
Hit Pick
Other
Comment
Options

B8 Gens Image Prime 2.00 - Genes Ny E

i File Protocol Take3 Window System  Help
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-/} Procedure

@8 Plate Layout

+.[§ Data Reduction

‘[ Report/Export Builders

[@ Procedure - Cytation5 (Comd)

Select steps

Actions
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Read
Set Temperature
Shake
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Kinetic

Shake Step

Shake Mode: [Orbital
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- s
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Delay .
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Flate Mode
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B8 Gens Image Prime 3.09 - Genes Ny £

i File Protocol Take3 Window System Help

@Em!

..... [ Procedure
B Piate Layout
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..... [ Report/Export Builders

[@ Procedure - Cytation5 (Comd)

Select steps.

| Plate Type: 96 WELL PLATE v‘ Muselid

()

Read Step

Step Label:

Wavelengths

Fluaraphore:
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Gpics Position:

Gain:

[Jwavelength Switching per Wel

Read Speed:
Tire resalved options: Edit

Read Height:
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. Gen3 Image Prime 3.09 - Genes Ny E

File  Protocol
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Creates a new experiment from this
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. Gen3 Image Prime 3.09 - Experiment1* [created from Genes N y E.prt]

File Plate Protocol Take3d Window System Help

Matrix  Statistics.

(33 Plate 1%
+ 2 Audit Trsil Data: Deteccion doble M [570] y E :540,579 ~ ‘ Edit Matrix
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
A
B
c
D
E
Load Plate
F
Place the plate on the carrier.
G Plate type: Costar 96 black opague
Press OK when ready.

File Plate Protocol Taked Window System Help

t: ‘ S (o

T

2-]7 Protocol Matrix  Statistics Result Lists
L B Procedure

Data:

Auto Gain: 150
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Anexo 3. Estimacion de la equivalencia de pmol a copias virales (CV) del genoma

de SARS-CoV-2.
15N kS
o 21875M T - R =0 99854
- 3 125N s R°20.95708
§EBN 375 :_';;':?..
T3 5 312N w Eficiencla=( 78
6 156N 385 o -
s 7 078N
TS [ O E . - Y A
Jon 3 20000N . 353: ;
10 10000N -t
503 11&@@: ) us sdaa
[0 12 SHON - M4 .
13 Pe2TN e ns .
T 14 Negh _— n :
woe = s L.
| [Terwmec . S
o e e —
e 1 10 16
s " 5 = = » M Cencentration
Cyoe
19 125E
20 625E r) ] R=0 99041
21 312E . :‘z;u? :gm
T 2 15E f =
23 078E Bes5 414
24 5E ) / w Eficienciasd 48
25 20000E J »
M 26 10000 f %
] 27 1000E / ]
1 28 S00E u
o 29 Pe27E »
B 30 NegE
/ =
4 n
P
- 0
(17 . == S—— =
e 1 “
GenN
. Concentracién Concentracion
Nombre Tipo cT ada (CV/uL) medida (CV/uL) % Error
20000N Estandar 32.65 4000 3605 9.90%
10000N Estandar 3346 2000 2269 1350%
1000N Estandar 37.67 200 201 0.70%
500N Estandar 38.94 100 97 2.90%
25N Muestra 3183 5806
1875N Muestra 33.06 2850
125N Muestra 32 5248
625N Muestra - -
312N Muestra 35.18 843
156N Muestra 38.26 143
078N Muestra 37.18 266
5N Muestra 34.88 1005
GenE
. Concentracién Concentracién
Nombre Tipo cr esperada(CV/ul)  medida (CV/uL) .
20000 E Estdndar 30.05 4000 5092 27.30%
10000 E Estandar 3313 2000 1486 25.70%
1000E Estandar 200 .
500E Estindar 39.74 100 106 5.70%
125E Muestra 29.84 5539
625E Muestra 29.44 6500
312E Muestra 316 2746
156E Muestra 32.37 2016
0.78E Muestra 3345 1306
5E Muestra 3254 1881

88



Anexo 4. Analisis de estabilidad de funcionalizacién y ejemplo visual de la

deteccién.
A ©- N (Alexa 488) B
= 60— @ E (Alexa 647)
=
It ! |
@ 55= ¥ -
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e » A—<—3 g I 1
3 5o : 8 1.2+
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R v ' AN EEE RN
! 2 ° T E 555 % = E 5 B X |sinetico (CV)
cDNA Fluorescente - o -
| L ) L ;
(pmol) Mismo dia 7 Dias

c

Figura Complementaria 1. Pruebas de estabilidad de la funcionalizacion.

A) Formacion de la union biotina-estreptavidina interrumpiendo el método experimental (+SD): Dia 1.
Funcionalizacion completa en un dia (Azul); Dia 2. Funcionalizacion en dos dias (Verde). B)
Fluorescencia normalizada (considerando el control negativo con un valor igual a 1.0) de la deteccion
(xSD) en funcién de la concentracion de RNA sintético equivalente en copias virales (CV), con perlas
magnéticas funcionalizadas el mismo dia (izquierda) y 7 dias después de la funcionalizacién (derecha).
Tanto en el gen N (Verde) como en el gen E (Rojo), el analisis estadistico t de student (IC=95%; n=3,
SD) muestra diferencias significativas entre los puntos a los 7 dias con respecto a los puntos al mismo
dia (**P<0.01) incluyendo al control negativo (NEG, equivalente al control de la mayor hibridacion entre la
sonda fluorescente y el cDNA unido a las perlas magnéticas funcionalizadas). C) Imagenes ejemplo de:
a) Control negativo (NEG), b) Mismo dia, 6x10" CV, ¢) 7 Dias, 6x10™ CV, d) Mismo dia, 2.4x10" CV,
resultado equivalente a un control positivo. Las fotografias fueron capturadas a través del Cytation5™.
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Anexo 5. Calculo de pendientes para la comparacion de curvas con

concentracion variable de cDNA-fluorescente y RNA Shield™.

Cuadro 10. Analisis de regresion lineal simple de los datos ajustados al blanco de la figura 7A.

cDNA-fluorescente (pmol)

RNA Sintético

(pmol) Gen N GenE

2.6 2 14 2+RNA Shield™ 2.6 2 14 2+RNA Shield™

0.0 27926.70 21116.21 23985.88 26578.10 18548.55 14606.06 15998.47 17915.42
0.1 26095.40 19457.15 24165.69 2422091 20260.52 11306.38 15379.35 14496.83
0.5 25420.88 20072.36 24478.87 23175.16 16763.52 7751.33 13965.12 12160.44
1.0 23088.99 17943.69 20027.97 21565.15 13403.60 7949.44 9180.82 9528.25
3.0 2010847 18460.64 17181.53 19087.38 5625.99 4107.75 3356.96 4166.63
50 18793.10 17395.37 19734.74 16298.77 9217.26 5286.15 7381.65 7425.24
Pendiente -1688.13 -544.14 -1126.49 -1766.33 -2378.66 -1502.59 -1996.95 -1930.87
R2 0.89 0.60 0.55 0.91 0.70 0.59 0.62 0.60

Anexo 6. Calculo de pendientes y de coeficientes de correlaciéon para la

comparacion de curvas con volumen variable de RNA Shield™.

Cuadro 11. Andlisis de regresion lineal simple de los datos ajustados al blanco de la figura 7B.

Volumen de RNA Shield™ (ulL)

RNA Sintético

(pmol) Gen N GenE
25 5 15 20 25 5 15 20
0.0 17019.75 27549.00 27487.42 24811.28 26710.80 36908.32 37863.42 30212.19
0.1 17371.74 25143.00 25498.04 34645.48 22835.34 29581.67 34394.72 32008.26
0.5 19009.33 24559.33 28657.29 28255.05 2412847 31797.93 41435.50 41824.64
1.0 17086.65 24775.30 22082.38 28564.83 22830.42 23932.72 31006.12 26825.01
3.0 13861.81 16124.16 16372.52 17593.60 9593.32 17159.34 16141.77 15182.11
5.0 11944.46 10674.23 9162.57 10191.16 10218.18 10316.90 13276.88 7814.00
Pendiente -1227.83 -3256.64 -3664.58 -4050.49 -3470.22 -4706.66 -5458.11 -5559.37
R2 0.88 0.98 0.95 0.85 0.86 0.90 0.87 0.82
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Anexo 7. Estudio espectrofotométrico de RNA Shield™, Sol. B y N-Fluo.

g 30000+ ok
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Figura complementaria 2, Anélisis

espectrofotométrico de las disoluciones presentes
en la deteccion de N-Fluo.

Medicion de la fluorescencia en el canal de
medicion del gen N (488 nm) con 100 pL de cada
sustancia. El anadlisis estadistico t de student
(IC=95%; n=3, + SD) muestra diferencias
significativas entre las medias de los puntos de

SolB+NFluo respecto a los puntos de RNA
Shield™ y Sol. B (***P<0.001); de RNA
Shield™+NFluo respecto a SolB+NFluo

(***P<0.001) y de RNA Shield™ 20:80 SolB+NFluo
contra SolB+NFluo (**FP>0.001).

Anexo 8. Calculo de la concentracion de guanidinio presente en la reacciéon de

competencia.

Para el célculo, se considerd la concentracion promedio del guanidinio en el TRIzol™

reportado en la hoja de seguridad de la marca ThermoFisher™.

13.75 ug Guanidinio

1 umol Guanidinio

2.5 uL TRIzol™
57.5 uL Disolucién de Competencia

1,075.1 ug TRIzol™
1 uL TRIzol™

)

100 ug TRIzol™

I

59.07 pg Guanidinio

) = 0.11 ymol/pL

1 mol Guanidinio

0.11 wmol Guanidinio
1 pL de Disolucion de Competencia

10° uL Disolucion de Competencia
1 L Disolucion de Competencia

|

10° umol Guanidinio

)=O.11M
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Anexo 9. Diagrama resumen de tesis.
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