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Introduccién

Debido a la COVID-19, ahora nos encontramos en un
momento particularmente dificil para los servicios de salud
y la investigacion. Reaccionar a la pandemia es importante,
pero también lo son muchas otras prioridades de salud que
no han desaparecido. Una de ellas es el cancer; no debemos
permitir que la COVID-19 detenga el progreso que se estaba
logrando en la comprension, deteccion y tratamiento de
este conjunto de enfermedades. En este contexto, es claro
que el diagnéstico temprano del cancer puede transformar
la vida de las personas que lo padecen. El establecimiento
de programas de deteccién precoz y de cribado para
diferentes tipos de cancer, que pudieran alcanzar a toda la
poblacién, aumentaria de manera considerable la detecciéon
de canceres en una fase mas temprana. Esto permitiria
iniciar tratamientos adecuados y menos invasivos,
aumentando las posibilidades de supervivencia y
mejorando la calidad de vida de las personas que viven con
y después del cancer.

En la actualidad, el diagnoéstico de la mayoria de canceres
requiere extraer una muestra del tejido tumoral (biopsia
tisular) y analizarlo. Para la extraccién es necesario realizar
una puncién o una cirugia, lo que resulta costoso, ademas
de las posibles complicaciones y molestias que supone para
el paciente. El analisis de biomarcadores circulantes que se
desprenden de las células tumorales y de su entorno,
llegando a diferentes fluidos bioldgicos, es una alternativa
muy prometedora para detectar tumores presintomaticos.
Este nuevo concepto de diagndstico recibe el nombre de
biopsia liquida. Esta podria aportar de manera sencilla
informacion sobre el inicio del desarrollo de los tumores y
ademas permitiria llevar un seguimiento del progreso de la
patologia. La sangre es el fluido biolégico que se evalua
habitualmente, aunque en algunos tipos particulares de
tumores también se puede utilizar orina, saliva o liquido
cefalorraquideo.

Una de las claves para desarrollar pruebas de biopsia
liquida, no solo lo suficientemente sensibles sino también
especificas de un tumor, es identificar los biomarcadores
adecuados. Las tecnologias 6micas estan contribuyendo de
manera espectacular a la identificacién de estas moléculas,
aunque cada vez mas estudios seflalan que para identificar
de manera temprana la presencia de canceres, asi como
localizar el origen de los mismos, es necesario desarrollar
ensayos de deteccion multi-analito, en los que se combinen
biomarcadores genéticos y proteicos [1].

El grupo de investigacion de Electroanalisis de la
Universidad de Oviedo, perteneciente al Area de
biotecnologia y andlisis biomédico del Instituto de

Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias,
centra en la actualidad sus lineas de investigacién en
el desarrollo de herramientas de deteccidn sensible y
selectiva de nuevas moléculas, identificadas como
potenciales biomarcadores de diferentes tipos de
cancer. Entre las dianas identificadas como
prometedoras en la deteccién precoz del cancer se
encuentran marcadores genéticos (ARNs largos no
codificantes) y glicoproteinas, fijAndonos en este
ultimo caso en alteraciones en el patrén de
glicosilacion de las mismas asociadas al desarrollo de
los tumores. En este articulo, se resumen los esfuerzos
recientes de nuestro grupo para desarrollar sensores
electroquimicos para estos tipos de dianas,
demostrando su utilidad en la deteccién del cancer de
prostata.

Diagnoéstico del cancer de prostata: estado actual

El cancer de prostata (CaP) es el segundo tipo de
tumor mas frecuente en varones y constituye en este
grupo de poblacién la quinta causa de mortalidad por
cancer [2]. Es un tumor de crecimiento lento, de
manera que mas de un 50% de hombres por encima
de 50 afios puede estar desarrollando cancer de
préstata sin sintomas clinicos [3]. Ademas, cuando
aparecen, las manifestaciones clinicas del CaP son
similares a las de la hiperplasia benigna de préstata
(HBP), sin que sea posible diferenciar ambas
patologias por la clinica. El diagnéstico temprano, en
una etapa inicial de desarrollo, cuando el cancer esta
localizado, es la mejor forma de disminuir Ia
mortalidad por CaP [3].

Tradicionalmente el diagndstico de CaP se realiza
mediante revisiébn prostatica, que implica la
realizacién de un tacto rectal y la determinacién en
sangre del antigeno prostatico especifico (PSA). Sin
embargo, estas pruebas no son especificas, por lo que
es frecuente confirmar el diagndstico mediante
biopsia prostatica ecodirigida, una prueba muy
invasiva y no exenta de efectos secundarios adversos.
El uso del PSA como biomarcador del CaP se asocia con
una alta tasa de falsos positivos de hasta 75% y una
tasa significativa de falsos negativos (~15 a 17%) [4].
Por lo tanto, la implantaciéon del test de PSA ha
contribuido a aumentar el nimero de biopsias y re-
biopsias innecesarias, asi como al sobrediagnostico o
sobretratamiento del CaP, lo que afecta
significativamente ala calidad de vida de los pacientes,
ademas de los considerables costes sanitarios que
conlleva [5].
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Se han realizado multiples investigaciones dirigidas a
desarrollar pruebas o estudios no invasivos para mejorar la
especificidad diagnéstica del CaP y diferenciar los casos mas
agresivos de los canceres indolentes, evitando asi biopsias
innecesarias [6]. Entre estas destacan la resonancia
magnética nuclear multiparamétrica (RMN-mp) y la
deteccion de nuevos biomarcadores, tanto en suero como
en orina [6]. La RMN-mp se encuentra entre las
metodologias mas adecuadas para seleccionar pacientes
candidatos a biopsia de préstata, evitando esta prueba en
aproximadamente un 27% de los pacientes [7]. Sin
embargo, requiere un moderno y costoso equipo y un
radidlogo experto en esta técnica. En cuanto a los nuevos
biomarcadores, se han identificado muchas posibilidades,
aunque pocas se han llegado a implantar en la practica
clinica [8].

Aptameros para el reconocimiento de patrones de
glicosilacion del PSA asociados al CaP

La glicosilacion es una modificacién postraduccional de las
proteinas que juega un papel importante en el desarrollo y
la progresion del cancer [9]. Existen numerosos estudios
que relacionan cambios en la composicién de glicanos del
PSA con la transformacién maligna y la progresién del CaP
[10]. A pesar de esto, el estudio de glicoformas especificas
de PSA asociadas al CaP no se ha aplicado al diagnéstico
clinico debido a la falta de pruebas analiticas para medir el
porcentaje de PSA con estas formas de glicosilacion
aberrantes. Esta informacién se obtiene tipicamente
combinando un ensayo ELISA para medir el PSA total o libre
y ensayos con lectinas para detectar formas glicosiladas
especificas de PSA. Una de las principales limitaciones de
este tipo de ensayos es la escasa afinidad y selectividad de
las lectinas. Por tanto, el diagndstico y seguimiento del CaP
podrian beneficiarse del desarrollo de nuevos receptores
capaces de detectar glicosilaciones aberrantes del PSA,
entre los que cabe destacar los aptameros [11, 12].

Nuestro grupo ha desarrollado dos procesos de seleccion de
aptameros frente a PSA, con un disefio adecuado para
dirigir el reconocimiento hacia la fraccién glicosidica de la
proteina [13,14]. En el primero de ellos, se combinaron
etapas de seleccion positiva frente al PSA humano, con
contraselecciones empleando una forma recombinante, no
glicosilada de la proteina [13]. Con esta estrategia, se
identific6 y caracterizé un aptamero, PSA-1, capaz de
reconocer la porcidn externa de la estructura glicosidica del
PSA, con una buena afinidad (Kd = 177 nM). Posteriormente,
se disefid una variante del proceso SELEX para dirigir la
seleccion de aptameros hacia el sitio de glicosilacién de
glicoproteinas, de manera que el reconocimiento sea
binario e implique tanto a la proteina como al azicar de la
diana. Con este objetivo, se incorporaron etapas de elucion
selectiva con lectinas al disefio anterior. Asi, se obtuvieron
por primera vez aptameros que involucran en el
reconocimiento de la proteina la fraccion del azicar mas
préoxima a esta y los péptidos que la rodean. Uno de los
aptameros identificados, PSAG-1, presenta afinidad nM
hacia el PSA, superior a la de lectinas naturales. Ademas,
discrimina PSA de glicoproteinas con un patréon de
glicosilacion similar. La fucosa mas préxima a la proteina

esta implicada en el reconocimiento, lo que convierte
este aptamero en una excelente herramienta para
detectar cambios en el nivel de fucosilacién de PSA
asociados al cancer de préstata [14].

Aptasensores electroquimicos para PSA

Se selecciond el primero de los aptameros descritos,
PSA-1 conjugado con una molécula de fluoresceina,
como receptor indicador para la construccién de un
sensor cronoamperométrico con formato sandwich.
Con el objetivo de detectar los cambios en la
glicosilacion del PSA que se producen durante la
transformaciéon tumoral del tejido prostatico, se
utilizé6 como receptor de captura de este sensor un
aptamero ya descrito en la literatura (anti-PSA) [15],
capaz de reconocer el PSA total. Se inmoviliz6 este
aptdmero marcado con biotina a la superficie de
electrodos de oro modificados con estreptavidina
(Figura 1A).
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Figura 1: A) Esquema del aptasensor con formato
sandwich y transducciéon cronoamperométrica. B)
Curva de respuesta del aptasensor a PSA en disolucion
reguladora de Tris-HCl (TBS) y suero diluido 1:1 en
TBS. Adaptada de la referencia [13].
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El funcionamiento de este sensor implica su incubacién en
patrones o muestras que contienen PSA, seguido de la
interaccién con el aptdmero PSA-1-fluoresceina. El
complejo sandwich formado en la superficie sensora se
marca a continuacién con un conjugado anti-fluoresceina-
peroxidasa, lo que permite verificar la etapa de
transduccion amperométrica tras la adicion de
tetrametilbenzidina/H202 como sustratos de la peroxidasa.

Enla Figura 1B se muestran la curva de respuesta del sensor
tanto en patrones de PSA preparados en disolucién
reguladora como en muestras de suero con una dilucién 1:1.
No hay diferencias significativas entre la sefial obtenida en
disolucion reguladora y la obtenida en las muestras de
suero. El sensor presenta un limite de deteccion (LD) de
0,66 ng/mL de PSA, lo que permite su aplicacién a la
determinaciéon de esta glicoproteina en muestras con
interés desde el punto de vista clinico.

En su validacidn, se utilizé el sensor descrito para medir la
concentracion de PSA en 34 muestras de suero de pacientes
con distintas patologias y diferentes niveles de PSA total,
analizadas en el Hospital Universitario de Cabuefies
mediante el ensayo ELISA automdatico ADVIA Centaur®
(Siemens). Los resultados obtenidos con el sensor
concuerdan con los del ELISA en un 60% de las muestras
analizadas. Las discrepancias observadas son
probablemente consecuencia de las diferencias en los
patrones de glicosilacion en el PSA de las muestras
analizadas. Un andlisis mas detallado de los valores
discordantes indica que el sensor proporciona menores
valores de PSA que el ELISA en el suero de pacientes con
HBP. Estos resultados apuntan a que el nuevo ensayo
basado en aptameros puede mejorar la especificidad en el
diagnostico de cancer con respecto al método ELISA
utilizado en la actualidad en los hospitales, proporcionando
un menor ndimero de falsos positivos y, por tanto, con
potencial para disminuir las biopsias innecesarias.

Con el objetivo de obtener informacion sobre la fracciéon de
PSA total que presenta un patrén de glicosilacién especifico
en una determinada muestra, se propuso el disefio de una
plataforma dual basada en aptdmeros para la medida del
PSA total y el PSA reconocido por el segundo de los
aptameros desarrollados por el grupo, PSAG-1 con un
reconocimiento binario de la proteina. Para simplificar el
proceso de medida, se desarrollaron aptasensores con un
formato de ensayo directo, en los que se inmoviliz6 el
aptamero sobre el transductor, de manera que el evento de
reconocimiento aptamero-proteina produce un cambio en
la resistencia a la transferencia electrénica de la capa
selectiva. Como método de transduccidén se utilizé la
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). (Figura
2A). Con este formato, se combinaron dos aptameros
diferentes frente a PSA (anti-PSA y PSAG-1), inmovilizados
sobre nanoparticulas de oro para obtener la plataforma
dual impedimétrica [16]. Este sistema dual permite la
medida directa y rapida de diferentes fracciones de PSA en
suero tras una simple dilucion de la muestra.
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Figura 2: A) Esquema de la plataforma dual
impedimétrica para la medida del indice de glicano de
PSA en muestras, tal y como se define en B). C)
Correlacion entre el indice de glicano obtenido en
muestras de suero de diferentes pacientes y la
patologia diagnosticada. Adaptado de la referencia
[16].

Los dos sensores que integran la plataforma presentan
un intervalo dindmico de respuesta que abarca el
intervalo de concentraciones util desde el punto de
vista clinico, con un LD de 0,26 ng/mL para el sensor
basado en PSAG-1 y 0,64 ng/mL para el basado en
anti-PSA.

La informacién final que aporta esta plataforma es un
indice empirico, denominado indice de glicano para
PSA en suero y definido como la fraccién de PSA total
que es reactiva frente al aptamero PSAG-1 (Figura 2B).
Cuando se valid6 en muestras de pacientes, se observé
que este indice tiene un mayor poder predictivo para
diferenciar pacientes con cancer de proéstata de
individuos sanos o con patologias benignas de la
préstata que la medida del PSA total (Figura 2C).
Aunque serd necesario evaluar un nimero mas amplio
de muestras, nuestros resultados apoyan el uso del
indice de glicano para reducir las biopsias
innecesarias sin comprometer la capacidad de
diagnosticar el CaP.
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Deteccion de ARNs largos no codificantes

Entre los biomarcadores genéticos, el ARN conocido como
PCA3 se presenta como un biomarcador alternativo para el
diagnéstico del cancer de préstata, con capacidad para
distinguir entre enfermedad agresiva y no agresiva.
Identificado por primera vez en 1999, PCA3 es parte del
gran porcentaje de transcriptoma humano que no participa
en la sintesis de proteinas, en la categoria de ARN largo no
codificante, IncRNA [17].

Para complementar el uso de glicoproteinas como
marcadores de cancer, se desarrollaron genosensores para
la deteccion de este IncRNA cuya sobreexpresion se
relaciona con el CaP [18,19]. Con este fin se ha disefiado y
caracterizado un genosensor sobre electrodos de oro con
formato sandwich y multiples secuencias indicadoras
(Figura 3). La fase de reconocimiento selectivo de PCA3
consiste en una monocapa binaria autoensamblada
construida por quimisorcion de una estructura de captura
en forma de Y preformada en disolucién y p-aminotiofenol.
La reaccion de hibridacion de esta estructura con el daplex
formado entre el PCA3 y las cinco sondas de deteccion
marcadas con una molécula de fluoresceina, permite
obtener mediante medidas de cronoamperometria
informacion sobre la cantidad de PCA3 en disolucidn tras la
adiciéon del conjugado anti-fluoresceina-peroxidasa, con
seflal amplificada [18]. Este sensor presenta un intervalo
dinamico lineal de respuesta entre 25 pM y 10 nM, con un
LD de 4,4 pM.

Teniendo en cuenta que la cantidad de PCA3 en la muestra
estard afectada por el numero de células del tejido
prostatico que llegan a la orina, la cuantificaciéon de PCA3
debe hacerse con referencia a un ARN de control interno.
Con este propdsito se seleccion6 el mARN denominado PSA,
ya que sus niveles no se ven afectados en caso de CaP. Se
disefié un segundo genosensor para este transcrito con un
formato similar al descrito para PCA3 [18]. En este caso,
teniendo en cuenta la menor longitud de la secuencia diana
seleccionada, asi como los niveles de expresion esperados
para este fragmento de referencia, se utilizaron dos
secuencias indicadoras en lugar de cinco como en el disefio
anterior. Las caracteristicas analiticas obtenidas para este
diseno son comparables a las ya descritas para el
genosensor de PCA3. Se obtiene un intervalo lineal de
respuesta entre 0,025 y 1 nM, con un LD de 1,5 pM y una
desviacion estandar relativa promedio del 16% [18].

Finalmente, se integraron ambos sensores en una
plataforma dual electroquimica, que permite la medida
simultanea de PCA3 y PSA. Los genosensores desarrollados
son validos para cuantificar el IncRNA en células tumorales
y en muestras de orina. Con este fin, es necesario extraer el
RNA de las muestras y llevar a cabo un atrapamiento
selectivo de las secuencias dianas sobre particulas
magnéticas modificadas con sondas de captura
complementarias a los fragmentos de PCA3 y PSA que se
detectan con el genosensor. Se propone utilizar la relacién
de sefiales medidas con los dos genosensores para estimar
los niveles de expresion de PCA3, que podria ser qtil en el
diagnostico y estratificacion de pacientes con CaP [18].
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Figura 3: Esquema de las etapas necesarias para el
analisis de PCA3 en muestras de orina. Tras aislar el
sedimento en la orina, se produce el lisado celulary el
atrapamiento selectivo de PCA3 y el fragmento de RNA
utilizado como control interno (PSA) sobre particulas
magnéticas modificadas con sondas de ADN
especificas. La medida se realiza sobre una plataforma
sensora dual que permite la deteccién amperométrica
simultanea de PSA y PCA3. Adaptado de la referencia
[18].

Ademas, se ha adaptado el genosensor de PCA3 a un
genoensayo sobre particulas magnéticas, empleando
fosfatasa alcalina (ALP) como molécula indicadora. De
esta forma, en la etapa final de medida se utiliza D-
glucosa-1-fosfato como sustrato de ALP. La hidrdlisis
de este sustrato produce glucosa, que se mide con un
glucémetro convencional. El genoensayo con este
formato presenta una buena sensibilidad para PCA3,
con un rango dinamico de 5 a 100 pM y un limite de
cuantificacion de 5 pM. El uso de un glucémetro
estandar en la etapa final de medida facilita la
traslacién a la practica clinica de este tipo de ensayos
[19].

Conclusiones

Los estudios presentados en este articulo muestran el
potencial que los sensores electroquimicos que
utilizan 4cidos nucleicos como elemento de
reconocimiento tienen para realizar pruebas de
biopsia liquida multianalito. Los dispositivos
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desarrollados para la detecciéon de IncRNA o cambios de
glicosilacion asociados al CaP podrian adaptarse a otras
dianas de interés para el diagnostico de canceres de muchos
tipos. Para establecer realmente la utilidad clinica de estos
dispositivos, se requeriran estudios de validacion de los
mismos en un numero mucho mas amplio de muestras
clinicas. De esta forma, podrian contribuir a establecer
nuevos programas de deteccién precoz y de cribado para
diferentes tipos de cancer, aumentando considerablemente
la deteccién de canceres en una fase mas temprana, con la
consiguiente mejora en las posibilidades de supervivencia y
calidad de vida de las personas diagnosticadas.
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