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PLATAFORMAS BIOSENSORAS ELECTROQUIMICAS PARA LA DETERMINACION DE
MIRNAS, BIOMARCADORES DE RELEVANCIA EN DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE
CANCER

Descripcion

La tecnologia propuesta permite la determinacion fiable, selectiva y sensible de biomarcadores de diagnéstico precoz
de cancer (microRNAs, miRNAs o miRs) en RNA total (RNA:) extraido de muestras clinicas complejas de una forma
rapida, sencilla y sin necesidad de etapas adicionales de amplificaciéon, mediante el empleo de biosensores
amperométricos basados en soportes micromagnéticos funcionalizados con bioreceptores adecuados y electrodos
serigrafiados desechables.

En estos dispositivos de deteccion, la sefial amperométrica obtenida, proporcional a la concentraciéon del miRNA

diana, se basa en las reacciones enzimaticas y electroguimicas implicadas en el sistema HRP/HQ/H202 que tienen
lugar en la superficie del transductor electroquimico a un potencial constante apropiado.

Coémo funciona

La bioplataforma amperométrica desarrollada consiste en la hibridaciéon selectiva del miRNA diana con una sonda
complementaria sintética modificada con biotina, y posterior captura de los hibridos formados en disoluciéon por
biorreceptores de elevada selectividad, previamente inmovilizados de manera efectiva sobre particulas
micromagnéticas comerciales funcionalizadas. Los hibridos capturados y aislados de la matriz de la muestra son
marcados enzimaticamente con un polimero de estreptavidina-HRP en una ultima etapa a través de la interaccion
biotina-estreptavidina.

Los biosensores desarrollados se han aplicado satisfactoriamente a la determinacion de diversos miRNAs maduros
relevantes para el diagndstico y prondstico de cancer de mama (como el miRNA-21 y el miRNA-205) en RNA: extraido
de lineas celulares y de tejidos frescos, tejidos embebidos en parafina y citologias mamarias. El andlisis solo requiere
suplementar la cantidad adecuada de RNA:con la sonda biotinilada especifica. Dada la ausencia de efecto matriz en
todas estas muestras el contenido de miRNA maduro en la muestra en estudio puede determinarse sencillamente
por interpolacién de la respuesta amperométrica obtenida con la bioplataforma en un calibrado realizado previamente

con estandares de miRNA sintético.
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Esquema de las bioplataformas electroquimicas desarrolladas para la determinacion de miRNAs.
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El tiempo necesario para la determinacion abarca desde 75 a 120 minutos. No obstante, en caso necesario es posible
reducir drasticamente este tiempo a tan sélo 15 minutos, sin una pérdida significativa de la sensibilidad del método.

Debido a la elevada homologia existente entre secuencias de distintos miRNAs contenidos en una misma muestra,
es esencial disponer de un método de analisis de este tipo de biomarcadores que presente una elevada selectividad.
Las metodologias desarrolladas han demostrado una selectividad completa frente a miRNAs con secuencias no
complementarias, y aceptable frente a miRNAs sintéticos con una Unica base desapareada, asegurando la obtencién
de resultados fiables y precisos. Su versatilidad las hace facilmente trasladables a la determinacion de cualquier
miRNA y para el multiplexado de paneles de miRNAs que permitan la identificacion de perfiles Unicos de expresion
de estos biomarcadores, a nivel tisular y celular, inherentes a cada tipo de cancer y estadio de la enfermedad. De
este modo, posibilitarian la clasificacidén y caracterizaciéon molecular de la misma y la aplicacion del tratamiento mas
apropiado en cada caso.

Ventajas
Las principales ventajas de las metodologias desarrolladas son:

- Féacilmente aplicables a la deteccion de cualquier miRNA y otros RNAs de interés.

- Posibilidad de analizar miRNAs en RNA: extraido de cualquier tipo de muestra bioldgica.

- Sencilla implementacién en dispositivos de diagndstico de tipo point of care.

- Instrumentacion sencilla y de bajo coste.

- Sensibilidad adecuada para la deteccion directa de miRNAs sin necesidad de aplicar etapas previas
adicionales de transcripcion reversa, amplificacion y purificacion.

- Capacidad de mutiplexado.

- Tecnologia facilmente automatizable.

- Tiempos y costes por ensayo inferiores a los de la estrategia convencional de analisis de miRNAs por
gRT-PCR.

- Proporcionan resultados cuantitativos fiables.

- Eficiencia similar para el analisis de muestras de tejidos frescos y parafinados (FFPE).

- Posibilidad de realizar los ensayos a T ambiente.

cDonde se ha desarrollado?

Estas bioplataformas han sido desarrolladas en el Grupo de Electroanalisis y (Bio)sensores Electroqguimicos
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid liderado por el Prof. José Manuel
Pingarrén y en colaboracion con el Grupo de Farmacologia Molecular del CIB-CSIC (Dr. José Maria Sdnchez-Puelles)
y la empresa CANNAN RESEARCH & INVESTMENT S.L. (D. Enrique Sainz-Martinez).

Y ademas

La metodologia ofertada ha sido aplicada con éxito a la deteccion individual y simultanea de dos miRNAs de gran
relevancia en el diagnéstico de cancer de mama: miRNA-21 y miRNA-205. Estas dianas presentan comportamientos
y niveles de expresién opuestos en este tipo de cancer (hiper-expresiéon o comportamiento como oncogén del
miRNA-21 e hipo-expresién o comportamiento como supresor tumoral de miRNA-205).

En comparacion con la estrategia convencional de determinacion de miRNAs por gRT-PCR, las metodologias
desarrolladas permiten realizar determinaciones absolutas de la concentracion de miRNAs de manera mucho mas
sencilla, en menor tiempo y con mucho menor coste. Ademéas estas bioplataformas no requieren etapas previas de
transcripcion reversa de RNA a DNA, de amplificacién ni la necesidad de disponer de un estandar interno.

El buen funcionamiento y el alto grado de robustez demostrados por las estrategias propuestas permite su
implementacion como herramientas analiticas que proporcionen informacién adicional a las pruebas clinicas méas
comunes para el diagndstico de cancer de mama, basadas en ensayos semicuantitativos (inmunohistoquimica) de
niveles de expresion de biomarcadores de naturaleza proteica.

Investigadores responsables

José Manuel Pingarrén Carrazén: pingarro@guim.ucm.es
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