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Resumen

Resumen

La presente tesis doctoral titulada “Desarrollo de Biosensores
Nanomecdnicos y Optoplasmdnicos para la Deteccion Ultrasensible de
Proteinas” ha sido realizada en el laboratorio de Bionanomecdnica del
Instituto de Micro y Nanotecnologia (IMN-CNM) perteneciente al Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) dirigida por el Profesor Doctor
Francisco Javier Tamayo de Miguel y la Doctora Priscila Kosaka Monteiro
(Instituto de Micro y Nanotecnologia - CSIC) y bajo la tutela del Doctor Julio
Gomez Herrero (Facultad de Ciencias, Departamento de Fisica de la Materia

Condensada de la Universidad Auténoma de Madrid).

El principal objetivo de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo de
biosensores en los cuales, combinando dos tipos de transducciones; la
transduccion nanomecdnica y la transduccién optoplasmonica, se lleva a cabo
la deteccion de proteinas. Para ello se ha estandarizado el protocolo para la
funcionalizacidon de micropalancas de silicio, el anclaje de anticuerpos a las
mismas y la funcionalizacion de nanoparticulas de oro de 100 nm con
anticuerpos. Del mismo modo que las micropalancas, adaptando el protocolo
segun lo requeria y haciendo uso de la transduccion optoplasmodnica, se han
utilizado superficies de silicio de 5 x 5 mm? para su futura implementacion en

clinicas.
Esta tesis doctoral se divide en 4 capitulos y un apéndice A.

El primer capitulo consta de una introduccién que abarca el estado del arte
de los sensores utilizados en la deteccion de particulas bioldgicas,
concretamente de los sensores nanomecanicos. Asi mismo, se hace una
revision de las distintas técnicas empleadas en la actualidad para la deteccion
de biomarcadores, haciendo hincapié en la importancia del desarrollo de
nuevas tecnologias que sean capaces de descubrir nuevos marcadores que se
encuentran en la parte desconocida del proteoma plasmatico humano, como
el uso de biosensores nanomecanicos y optoplasménicos para el

descubrimiento de dichas proteinas, para su utilizacion en enfermedades.

En el segundo capitulo se abordan los materiales y métodos empleados a

lo largo de esta tesis doctoral. En dicho capitulo encontraremos los diferentes



Resumen

reactivos, productos y equipos utilizados. Ademds de explicar con detalle en
que consiste el proceso de funcionalizacion de las superficies de silicios para

la realizacién del inmunoensayo en el proceso de bioreconocimiento.

El tercer capitulo se centra en el desarrollo y validez de un nanosensor
hibrido para la deteccién de proteinas utilizando tres lineas celulares de
cancer de mama: MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231, siendo una linea sana, una
tumoral y otra tumoral metastdsica respectivamente. Asi mismo, tras la
validacién del nanosensor, se utilizaron muestras de suero de pacientes con
cancer de mama como prueba de concepto en la deteccidn de la proteina p-
AKT (Serd473) y la mutacién G13D en KRAS haciendo uso del nanosensor

optoplasmdnico.

Finalmente, en el dltimo capitulo se aplican los métodos desarrollados a lo
largo de la tesis utilizando superficies de silicio de 5 x 5 mm? para el desarrollo
de un sensor optoplasmodnico para la deteccidn de las proteinas S1 y N del

virus SARS-CoV-2 a concentraciones ultrabajas.

En el apéndice A se aborda la explicacién del desarrollo del sensor

optoplasmodnico para la deteccion de la Interleucina 11 (IL-11) en suero.



CAPITULO 1: Introduccién
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1.1. Biosensores

En las Ultimas décadas los biosensores han experimentado un crecimiento
exponencial L. La historia de los biosensores es un claro ejemplo de como una
simple y elegante idea puede fomentar un revolucionario avance en ciencia y
tecnologia, causando una gran influencia en todas las dreas de la vida como
son la medicina, la farmacologia, la agricultura, la seguridad nacional o la
industria, entre otras, debido a su elevada capacidad para resolver un gran

numero de problemas y cambios que pueden ser aplicables a estos campos 2.

El primer biosensor fue desarrollado por Clark y Lyons en 1962, al combinar
un sensor electroquimico de oxigeno con la enzima glucosa oxidasa,
demostrando la capacidad de medida cuantitativa de la glucosa en una
solucién 3. Con el paso de los afios y el avance en los estudios se fueron
incluyendo elementos como anticuerpos, células y acidos nucleicos y el

término “electrodo enzimatico” pasé a denominarse “biosensor” 2.

Segun la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) un
biosensor es un dispositivo auténomo capaz de proveer informacién analitica
especifica, cuantitativa o semi-cuantitativa, utilizando un elemento de
reconocimiento bioldgico que estd en contacto directo con un transductor 2,
siendo su principal objetivo medir las propiedades de los componentes

bioldgicos y sus interacciones en el dominio mecanico /.

Todos los biosensores estan formados por dos componentes importantes.
El primero de ellos es el elemento de reconocimiento biolégico, que suelen
ser macromoléculas tales como anticuerpos, antigenos, receptores
enzimaticos o sistemas complejos, como por ejemplo una poblacién de células
bacterianas o células eucariotas, incluso tejidos de mamiferos o de plantas, los
cuales se encuentran inmovilizados adecuadamente sobre el segundo
elemento, el transductor. El primer elemento es el responsable de interactuar
con el analito y generar una sefial en forma de respuesta (entre las mas
estudiadas, destacan la hibridaciéon de acidos nucleicos y la interaccién
antigeno-anticuerpo). Esta sefial es detectada por el transductor y es el
encargado de transformar esta sefal resultante de la interaccidn del analito

con el elemento de bioreconocimiento en una sefial que puede medirse y/o
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cuantificarse. Dicha sefial serd procesada antes de ser mostrada usando un

sistema de visualizacién electrénico (ordenador) 2.

analito

o O O elemento de
reconocimiento O O Q reconocimiento

biologico -., / bioldgico

‘@
transductor

S cambio
fisico

CEPTTTTTPTTTTEPPYTTTTETY PERY S T3 - |

Figura 1.1. Esquema de los elementos que forman parte de un biosensor.

Los biosensores pueden ser clasificados basandose en la naturaleza de la

sefial de transduccion en eléctricos, mecdanicos y épticos.

Entre los biosensores eléctricos, son los dispositivos electroquimicos los
que tradicionalmente se han caracterizado mas y recibido mas atencidn,
destacando el enorme potencial de estos dispositivos para ser incorporados a
la practica clinica ®. Estos biosensores combinan la sensibilidad de los
transductores electroquimicos con una elevada especificidad del proceso de
reconocimiento biolégico. Contienen un elemento de reconocimiento
biolégico que reacciona con el analito, produciendo una sefal eléctrica
relacionada con la concentracidn del mismo . Suelen hacer uso de enzimas
1213 debido a la rapida catdlisis de la reaccién, la alta especificidad del sustrato
y la estabilidad enzimatica a largo plazo . Sin embargo, muchas enzimas no
consumen ni producen electrones, por lo que el transductor electroquimico
no puede registrar de manera directa la reaccidn catalizada por las enzimas.
Por esta razdn, la disponibilidad de enzimas para el desarrollo de biosensores
electroquimicos es limitada. Para resolver este inconveniente, se afiade varias
enzimas al elemento de bioreconocimiento del biosensor, mientras que solo
es detectado el producto de una Unica reaccidn enzimatica 3. Algunas de estas

enzimas catalizan las reacciones de analitos clinicamente importantes como
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pueden ser la glucosa, el lactato, el colesterol, los aminoacidos, el urato, el

piruvato, el glutamato o el alcohol, entre otros *.

A continuacidn, se detalla mds acerca de los sensores mecdnicos y de los

sensores Opticos, que son los tipos de sensores usados en esta tesis doctoral.

1.1.1. Sensores mecanicos

Entre los sensores mecanicos, la microbalanza de cuarzo (QCM, Quartz

15 Estos

Crystal Microbalance) es una de las técnicas mejor establecida
dispositivos se basan en resonadores de cristal de cuarzo piezoeléctrico,
donde la medida de la frecuencia de resonancia es relacionada con el cambio
de masa como consecuencia del proceso de reconocimiento del analito. Una
clase de sensores mecanicos son los sistemas nanomecanicos (NMSs,
Nanomechanical Systems) en los que al menos una de sus dimensiones se
encuentra en la nanoescala y en los que las medidas de deformacion y
vibracién se ven afectadas sensiblemente debido a la adsorcién del analito
sobre la superficie del mismo 6. Arrays de ocho micropalancas o menos son
utilizados por cientificos a nivel mundial para aplicaciones que van desde la

deteccidn de gases hasta estudios de polimeros y de microbiologia °.

La aparicién del microscopio de fuerzas atomicas (AFM, Atomic Force
Microscope) en 1986 7 marca un importante suceso en el avance de la
nanotecnologia. Esta técnica consiste en una micropalanca que presenta en
su extremo libre una punta cuyo funcionamiento se basa en la medida de la
deflexién de la micropalanca cuando la punta de esta interacciona con una
determinada muestra, pudiendo obtener la topografia de la superficie
estudiada o medir fuerzas entre moléculas. Fue en 1994 8, cuando en el grupo
de Thomas Thundat y colaboradores, del Oak Ridge National Laboratory
(EEUU) empezaron a estudiar el comportamiento de las micropalancas de
AFM como sensores fisico — quimicos, detectando cambios en la frecuencia de
resonancia de las micropalancas a consecuencia de la masa afadida sobre la
superficie de las mismas, originando nuevos campos de estudio en el ambito

de la nanotecnologia, al poder emplear estas micropalancas para la deteccidn
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guimica y bioldgica de diferentes analitos. A partir de este momento aparecen

numerosos estudios sobre el uso de las micropalancas como biosensores *°.

En los ultimos doce afos, los sensores nanomecdanicos han proporcionado
importantes avances en la deteccion de biomoléculas y otras targets
biolégicas, en particular, la deteccién bioldgica de virus, antigenos, ADN y
otras proteinas de gran interés 2°. Los biosensores nanomecanicos pueden ser
usados para detectar la presencia o medir la concentracion de una molécula
en una solucién, medir una propiedad fisica de la molécula, identificarla o
clasificarla u observar, caracterizar o analizar un proceso biolégico particular.
Los experimentos con sensores nanomecanicos pueden ser disefiados para
seguir una respuesta mecdnica a tiempo real, o bien, las sefiales mecanicas
pueden ser medidas antes y después de la incubacién del sensor en la muestra
para llevar a cabo una deteccidon “end-point” de la biomolécula a detectar,
siendo mads prdctica para aplicaciones clinicas, donde se necesita detectar la
presencia de una biomolécula y determinar su concentracién °, siendo esta

ultima la empleada en la presente tesis doctoral.

1.1.1.1. Modos de operacién de los sensores nanomecanicos

Los resonadores nanomecanicos pueden operar en dos modos: modo
estatico y modo dindmico, dependiendo de si es la deformacién o la vibracion
del sistema nanomecanico la que se mide, respectivamente. En el modo
estatico (figura 1.2a), se origina una tensién diferencial entre las dos caras
(superior e inferior) de la micropalanca, que origina una deflexién medible de
la micropalanca (Az). El modo estatico es usado para medir interacciones de
biomoléculas en solucién sobre la superficie del sensor. Ademas, también ha
sido empleado para la deteccién de distintos tipos de analitos; siendo usado
para la deteccién de ADN de Mycobacterium tuberculosis y la resistencia a
rifampicina 2. También ha sido usado para la deteccidn de diferentes tipos de
antibidticos en suero, como es la oritavancina y la vancomicina usadas para el

272 narala

tratamiento de infecciones en la piel y la colitis, respectivamente
deteccidon y cuantificacién de ADN 2°, para la deteccién de marcadores

cardiacos como la creatina quinasa y la mioglobina para el diagndstico precoz
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de infarto agudo de miocardio % o la expresiéon de ARNm del gen 1-8U, un
marcador potencial en la progresidn del cdncer o en infecciones virales 2. En
cambio, el modo dindmico (figura 1.2b) mide las variaciones de la frecuencia

de resonancia (f), que viene dada por la ecuacion:

1 |k

f =2 dm (1.2)

siendo k la constante elastica y m la masa de la micropalanca. Dichas
variaciones en la frecuencia de resonancia se deben al cambio de masa
originado por la adsorcién de cualquier elemento biolégico sobre su
superficie. El modo dindmico ha sido usado tradicionalmente como sensores
de masa, operando de tal forma que cuando una biomolécula se deposita
sobre el extremo libre de la micropalanca, la frecuencia de resonancia
disminuye de manera proporcional a la ratio entre la masa afiadida y la masa
del sensor, es decir, la frecuencia disminuye de manera directamente

proporcional a la masa afiadida sobre la micropalanca (figura 1.2c).
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Figura 1.2. Representacion esquematica de los distintos modos de operacion de los
sensores nanomecanicos en una micropalanca. a) modo estatico. b) modo dindmico.
c) esquema del efecto de la masa afiadida sobre la superficie de la micropalanca.

Aungque el uso de ambos modos de operacion surge a mediados de los 90,

en la actualidad el modo dindmico engloba el 80% de las investigaciones de
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sensores para aplicaciones bioldgicas %, utilizando este cambio en la

frecuencia de resonancia como una oportunidad para la identificacion de

biomoléculas.

1.1.1.2. Sistemas de lectura empleados en los sensores

nanomecanicos

Los sistemas de lectura deben de ser capaces de monitorizar el movimiento
de la palanca a tiempo real y con resolucion sub-nanométrica.
Desplazamientos desde los angstroms hasta los cientos de nanémetros en los
biosensores nanomecanicos pueden ser medidos por técnicas eléctricas y
dpticas con una sensibilidad de al menos 0.1 nm Hz = %2 4, clasificAndose en
sistemas de lectura eléctricos y dpticos.

Entre los métodos de lectura eléctricos, el méas extendido es la deteccion
piezoresistiva 2>%°, integrando un elemento piezorresistivo durante la
fabricacion del sistema nanomecanico, el cual se encuentra localizado cerca
de la regién fija de la micropalanca (soporte) 3!, midiendo el cambio de
resistividad de un material debido a la deformacién sufrida. El segundo mas
usado, son los métodos capacitivos, basados en la medida de la capacidad
entre el sensor y un electrodo en paralelo 3%, Y los piezoeléctricos, que
presentan una capa de material piezoeléctrico, que al doblarse la palanca se

inducen cargas transitorias que son medidas 33, Las técnicas de deteccién

mediante métodos de lectura eléctricos conllevan una mayor complejidad en
la fabricacion y en la restricciones respecto al tamafio, geometria y materiales

usados *.

El método de lectura mas usado en los sensores nanomecanicos es el
dptico 3, debido a su facilidad para implementarlo en vacio, aire y liquidos
(medio natural bioldgico). Este método se basa en la deflexién de un haz de
luz sobre el extremo libre de la micropalanca por medio de un fotodetector
sensible a la posicidn (PSD, Position Sensitive Detection) . El fotodetector
convierte la energia luminosa recibida en una sefal eléctrica. Cuando la

micropalanca vibra, el haz de luz que es reflejado por la superficie de la misma
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e incide en el centro del fotodetector, se desplaza por la superficie de este
provocando un cambio en la sefial eléctrica que genera el fotodetector,
permitiendo calcular la deflexién de la micropalanca. Este método se conoce

como “beam deflection tecnhnique”.

Fotodetector sensible a la
posicién (PSD)

""" . Laser

Figura 1.3. Esquema de la técnica de medida de deflexion de haz con sistema de
microposicionamiento para la medida de micropalancas.

En esta tesis doctoral se ha empleado este sistema de lectura haciendo uso
de un laser el cual se enfoca en el extremo libre de la micropalanca. Mediante
un fotodetector sensible a la posicién se mide la desviacidn del haz reflejado
como consecuencia de la vibraciéon de la micropalanca. La sefial eléctrica
medida por el fotodetector permite la determinacién de las coordenadas del
haz reflejado en el fotodetector y por lo tanto la deflexién de la micropalanca.
La micropalanca es impulsada por un actuador piezoeléctrico que se
encuentra ubicado debajo de la base de arrays de micropalancas, permitiendo
el desplazamiento del haz reflejado en las direcciones perpedicular y paralela
de la micropalanca. La amplitud de vibracidn frente a la frecuencia se ajusta al

11



Introduccién

modelo de oscilador armdnico para derivar la frecuencia de resonancia (f) y

el factor de calidad (Q) de la micropalanca.

1.1.2. Sensores dpticos

Entre los biosensores épticos podemos diferenciar entre los sensores
Opticos no etiquetados, conocidos coloquialmente como “label-free” y los

sensores Opticos etiquetados.

1.1.2.1. Sensores 6pticos no etiquetados

En los sensores dpticos no etiquetados, el analito no es marcado ni alterado
por lo que es detectado en su estado natural, donde la sefial detectada es
generada directamente por la interaccion del analito con el transductor.
Mencidn especial se atribuyen a los biosensores plasmonicos, entre los que
destacan el método de resonancia de plasmén superficial, SPR (Surface
Plasmon Resonance) y la espectrometria Raman de superficie (SERS, Surface-
Enhanced Raman Scattering). En los que los plasmones de superficie hace
referencia a las oscilaciones colectivas de la nube de electrones en la superficie

de un metal excitado por la radiacién electromagnética incidente 38,

Método de resonancia de plasmoén superficial (SPR)

El método SPR es el método mas popular entre los biosensores dpticos no
etiquetados **°, caracterizdndose por su uso para medir la unién e interaccién
entre moléculas en tiempo real sin la utilizacién de marcadores *°. Los desafios
de los métodos basados en SPR implican entre otros un alto poder de

excitacion, la toxicidad (exceptuando el oro) y el alto coste de fabricacién 3.
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Espectrometria Raman de superficie mejorada (SERS)

El descubrimiento de la SERS tuvo lugar en la década de los 70 *, Esta
técnica se caracteriza debido a su potencial de adquiririmagenes volumétricas
profundas y de alta resolucidn de los tejidos biolégicos 2. Sin embargo,
presenta desafios de toxicidad y poca estabilidad como consecuencia de la

degradacion enzimética .

Sensores colorimétricos basados en la agregacion de nanoparticulas

Los sensores colorimétricos pueden detectar la presencia de un compuesto
particular a través del cambio de color facilmente observado a simple vista o
mediante un detector dptico **. Debido a su facil uso, instrumentacidn sencilla
(no se requiere equipos sofisticados) y bajo coste, son utiles en pruebas en el
punto de atencidn (POC, Point Of Care) 7.

Son las nanoparticulas de oro (AuNPs) uno de los materiales mas comunes
y empleados en este tipo de biosensores debido a sus propiedades fisico-
guimicas, ya que su color puede ser manipulado por particulas que se
encuentren en una orientacién agregada o no agregada . La agregacion de
AuNPs induce una interaccion y acoplamiento eléctrico dipolo-dipolo entre los
plasmones de las particulas vecinas, causando un cambio de color de morado
a azul. Desafortunadamente, los biosensores colorimétricos basados en la
agregacion de nanoparticulas encuentran restringida su aplicacién para el
anadlisis de muestras reales como son las muestras de sangre; donde el color
de la suspension se vuelve incolora debido al asentamiento por el deseo

intrinseco de las nanoparticulas de agregarse en presencia de impurezas *°.

Basandose en el principio de agregaciéon de nanoparticulas de oro, de la
Rica et al., desarrollaron una ELISA plasmodnica para la deteccidon ultrasensible
de PSA y p24 en suero, alcanzando un limite de deteccidn de 1 ag/mL . Para
el cual hacen uso de peréxido de hidrégeno (H,0,), generando soluciones de
nanoparticulas de diferentes tonalidades. La accidn biocatalitica de la catalasa,
cuya concentracién esta relacionada con la concentracidn de analito debido a
la especificidad del anticuerpo, disminuye la concentracién de H;0;

favoreciendo la generacién de una solucién de nanoparticulas de color azul. A
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pesar del bajo limite de deteccién que logran, la sefial colorimétrica puede ser
medida Unicamente entre 10 y 30 minutos después de la reaccién, volviéndose
inestable transcurrido dicho tiempo, lo que puede generar resultados falsos

positivos, por ejemplo.

En las ultimas dos décadas, el uso de nanoparticulas de oro ha ganado
mucha importancia en el campo de la nanomedicina y nanotecnologia,
haciéndolas validas para aplicaciones médicas. Ademas, su comportamiento
relativamente no téxico hace que sean las nanoparticulas metalicas mas
biocompatibles. Su gran area de superficie permite su conjugaciéon con
diferentes productos quimicos, haciéndolas buenas candidatas para
diferentes funciones terapéuticas en el disefio de nuevos biomateriales para

la investigacion de sistemas biolégicos >%2,

1.1.2.2. Sensores 6pticos etiquetados

Sensores opticos basados en fluorescencia

Los sensores opticos basados en fluoresencia se caracterizan por el
marcaje, que consiste en la modificacién quimica del analito, usando
fluorescencia, enzimas o radioisétopos . En estos sensores la intensidad de
la sefial fluorescente indica la cantidad de analito unido, caracterizandose por
su por su elevada sensibilidad. A pesar de ello la eficacia del marcado puede
variar de un fluoréforo a otro, provocando una disminucién en la intensidad
de la fluorescencia emitida por una determinada sustancia (quenching). En
procesos en los que Unicamente se hace uso de un fluoréforo no todas las
moléculas reciben la misma cantidad de marcaje, como ocurre en el caso de
la amplificacidon del ADN durante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction). En la cual uno de los nucleétidos es reemplazado
por uno marcado, sin embargo, no todas las moléculas de ADN estaran
marcadas con un solo fluoréforo, sino que algunas no estardn marcadas con
ninguno y otras con mas de uno 4. Ademds, el uso de fluoréforos se ve
minimizado por su facil degradacién, tratdndose de procesos costosos y
laboriosos, que alteran la funcién de la biomolécula marcada y las

caracteristicas de las interacciones proteina-ligando 5>,
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Sensor optoplasmadnico

Las nanoparticulas de oro esféricas presentan un rango de colores (por
ejemplo: marrén, naranja, rojo y morado) en soluciones acuosas a medida que
aumenta su tamano de 1 a 100 nm, mostrando un pico de absorcién relativo
a su tamafo. Esta absorcion se debe a la oscilacidn colectiva de los electrones
de conduccién de la nanoparticula como consecuencia de la excitacion de los
fotones incidentes ’. Una de las propiedades fisicas mas importantes de las
nanoparticulas de oro es definida por el plasmdén de superficie localizado (LSP,
Localized Surface Plasmon). Tanto la intensidad y la posicién del LSP depende
del tamafio, forma y composicion de la nanoestructura metélica *. Cuando un
LSP estd confinado en una nanoparticula y las dimensiones de ésta son
menores que la longitud de onda de la luz que incide sobre la misma se origina
el fendmeno éptico resonancia de plasmén de superficie localizado (LSPR,
Localized Surface Plasmon Resonance) ** generando oscilaciones colectivas de
los electrones de superficie de la nanoparticula .

Recientemente Kosaka et al., ® desarrollaron un nuevo método de
deteccion optoplasménico alcanzando una gran sensibilidad. El mecanismo
del método basado en la lectura optoplasmdnica se encuentra recogido en la
figura 1.4. Esta técnica detecta la amplificacidn del LSPR de las nanoparticulas
de oro causada por su plasmdn de superficie localizado, pudiendo visualizar
nanoparticulas de oro con un microscopio éptico en el modo campo oscuro.
En la figura 1.4c, se muestra el analisis espectral de la luz dispersada por una
s6lo nanoparticula de oro, la cual tiene su pico maximo en una longitud de
onda de 620 nm, lo que hace caracteristico el color anaranjado que se puede
observar en la figura 1.4b. En este método de deteccién la micropalanca

funciona como una cavidad 6ptica ©

en donde las dos superficies de la
micropalanca que actlan como espejos semi-trasnparentes aumentan la
reflectividad de la micropalanca para determinadas longitudes de onda.
Cuando una nanoparticula se encuentra en la superficie de la micropalanca
(cavidad éptica), los modos de la cavidad dptica se acoplan con los modos del
LSPR de la nanoparticula de oro de 100 nm formando un modo super hibrido
cavidad-plasmén que causard una resolucion espectral mejorada de la
nanoparticula y un aumento de la dispersién de la nanoparticula por la cavidad

Optica. Gracias a estos dos fendmenos, el sensor optoplasménico es capaz de
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detectar cantidades minimas de analito en la muestra alcanzando limites de
deteccion en el rango del ag/mL. Este método, junto a la transduccion

nanomecanica, serdn empleados en el desarrollo de esta tesis.
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Figura 1.4. Plasmén de resonancia de la nanoparticula de oro y cavidad éptica de la
micropalanca. a) esquema de las oscilaciones colectivas de los electrones de
conduccion de la nanoparticula de oro. b) imagen dptica en campo oscuro de una
nanoparticula de oro de 100 nm de diametro tras el inmunoensayo. c) espectro de
dispersion correspondiente a un area de 40 um de didmetro que contiene una Unica
nanoparticula de oro. d) imagen en SEM del perfil de una micropalanca donde se
aprecia el grosor de la zona del soporte (10 um) y el grosor de la micropalanca (1 um).
e) esquema de las multiples vias de la dispersién de la luz generada en la cavidad
optica debido a las nanoparticulas de oro que se encuentran sobre la superficie de la
micropalanca .

1.2. Proteoma plasmatico humano

Cada célula del cuerpo deja un registro de su estado fisiolégico en los
productos que vierte a la sangre. La composicién de proteinas en sangre
contiene informacién de todos los érganos por contacto a través de una red

de arterias, venas y capilares. Los patrones de expresion de proteinas
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plasmaticas pueden ofrecer una imagen clara del estado de salud de un
individuo. El proteoma plasmatico representa el proteoma mas completo para
la deteccidn precoz de enfermedades fatales, por ese motivo, muchos grupos
de investigacidn estan trabajando en el desarrollo de nuevas tecnologias para
el descubrimiento de nuevas proteinas que puedan ser usadas como posibles
firmas inequivocas del desarrollo de una patologia. En 1998, el National
Institute of Health Biomarkers Definitions Working Group definié biomarcador
como una caracteristica que es objetivamente medida y evaluada como un
indicador de un proceso bioldgico normal o patogénico, o una respuesta

farmacoldgica a una intervencion terapéutica 3.

La amplitud del proteoma plasmdtico humano, junto a su facil acceso y
recoleccion simple, hace que el plasma sea el fluido corporal de eleccién para
futuras pruebas de deteccién temprana de enfermedades. Sin embargo, la
caracterizacion del proteoma plasmatico humano es un gran desafio debido al
gran contenido de proteinas altamente abundantes que dominan su
contenido, dificultando asi el descubrimiento de proteinas poco abundantes.
Por lo tanto, la exploracién de la regién mas profunda del proteoma
plasmatico donde se encuentran las proteinas aun por descubrir, es un bien
de informacién diagndstica lista para ser explorada por herramientas
ultrasensibles basadas en la nanotecnologia.

1.2.1. ¢Por qué buscar proteinas?

Existen alrededor de 19.000 genes que codifican aproximadamente 30.000

® de las cuales 2.200 pasan al torrente sanguineo, donde los

proteinas
patrones de expresion de proteinas plasmaticas informan de multiples
procesos como diferentes estados de salud, riesgo de enfermedades futurasy

comportamientos en el estilo de vida .

Las proteinas son los efectores primarios de la funcion bioldgica, siendo
fundamental el conocimiento completo de su estructura y propiedades en la
investigacion basica y traslacional. Dicho conocimiento es un pilar para todos
los complejos bioldgicos y las redes que controlan la biologia, sin embargo,

sigue siendo en gran parte desconocido ®, por lo que es importante poder
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completar lainformacidn genética sobre el cancer con el estudio del contenido
proteico del genoma, conocido como proteoma. En comparacién con los
acidos nucleicos, las proteinas reflejan con mayor precisién el estado
fisioldgico de las células y de los tejidos, revelando las claves de los elementos
que afectan el desarrollo, progresién y respuesta terapéutica de la

enfermedad ¢’.

A diferencia del ADN, que estd sujeto a una forma importante de
modificaciéon (metilacidn), las proteinas son estructuras mdas complejas que
sufren varios tipos de modificaciones postraduccionales (cambio quimico de
la proteina después de su sintesis por los ribosomas), como la fosforilacion,
acetilacion, glicosilacidn o escision ®& que desempefian un papel fundamental
en la funcién de las proteinas y pueden ocasionar un cambio funcional que

afecte al desarrollo, progresidn y respuesta terapéutica de la enfermedad.

En el caso de enfermedades infecciosas, el ARN es muy propenso a sufrir
mutaciones debido a la naturaleza de la retrotranscriptasa viral, originando
como consecuencia una rapida generacion de nuevas e impredecibles
mutaciones virales ®; lo que hace que el desarrollo de ensayos basados en la
amplificacion de acidos nucleicos que detecte todas las variantes del virus sea
un desafio. Asi, las proteinas virales que son en promedio cinco veces mas
estables que el ARNm (ARN mensajero) y mds abundantes en la particula viral,
surgen como un biomarcador muy atractivo para la deteccién fiable y

especifica de infecciones virales.

1.2.2. Tecnologias actuales basadas en proteémica y su

aplicacion en la busqueda de biomarcadores

Las tecnologias en protedmica encargadas de la deteccidon de proteinas
pueden ser divididas en dos clases: tecnologias basadas en espectrometrias
de masas (MS, Mass Spectrometry) y las basadas en inmunoensayos, como los
ELISA, las cuales se han desarrollado durante los ultimos afios con mejoras en
sus limites de deteccidn (LoD, Limit of Detection). Como se observa en la figura

1.5, las tecnologias basadas en espectrometria de masas son las mas
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dominantes en el descubrimiento de proteinas plasmaticas, aunque el nimero
de proteinas detectadas mediante esta tecnologia disminuye por debajo de
concentraciones del ng/mL. En cambio, proteinas cercanas al pg/mL pueden

llegar a ser detectadas mediante inmunoensayos, en el mejor de los casos.
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Figura 1.5. Contribucion de dos tecnologias en protedmica para la cuantificacion de
proteinas plasmaticas. http://plasmaproteomedatabase.org/index.html

Actualmente, los ensayos utilizados para el analisis de muestras de sueroy

plasma incluyen radioinmunoensayos (RIA, radioimmunoassay) °

inmunoensayos enzimaticos (EIAs, enzyme immunoassays) %, inmunoensayos
de fluoresencencia (FlAs, fluorescence immunoassays) ’? e inmunoensayos de
quimioluminiscencia (CLIAs, chemiluminescence immunoassays) . Entre
todos estos, la técnica mdas comun y utilizada para la medida de la
concentracién de proteinas en plasma es la ya nombrada anteriormente ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) "™ que es un tipo de EIA. En esta
técnica el antigeno es detectado mediante un anticuerpo que se encuentra
enlazado a una enzima, generando un producto detectable como es un cambio
de color que es usado como sefial de deteccidn 6. Esta técnica presenta una
elevada especificidad y sensibilidad, cuyo limite de deteccion depende del

antigeno, oscilando desde 0.001 a 0.1 ng/mL &,
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A parte de las tecnologias basadas en protedmica, otra de las técnicas mas
comunes usadas en los laboratorios es el western blot /. Es una herramienta
analitica para identificar una proteina de interés en una muestra bioldgica
completa. Es usado como método semicuantitativo para determinar vy
comparar la expresidon de proteinas especificas en células y tejidos 78,
pudiendo llegar a detectar niveles de proteina en picogramos en una muestra
9. Aunque el western blot también puede ser utilizado para la cuantificacién

absoluta &

, esto requiere de una curva patrén de la proteina purificada a
detectar. En este caso la proteina debe de encontrarse en nuestro
homogeneizado dentro del rango de la curva patrdn, por lo que dicha técnica
es raramente usada para la cuantificacidon absoluta &. Sin embargo, varios
descubrimientos recientes sugieren que las transferencias de western podrian
no ser tan fiables como se suponia anteriormente. Por ejemplo, proteinas
pequefias (< 10 kDa) podrian no ser retenidas por la membrana, mientras que
proteinas de alto peso molecular (> 140 kDa) podrian no ser transferidas a la

membrana en el proceso de transferencia 8.

1.2.3. Los desafios en la exploracién para el descubrimiento

de biomarcadores

El hecho de que las proteinas derivadas de los tumores se encuentren a
concentraciones mayores en zonas cercanas al tumor, podria suponer una
gran ventaja para las tecnologias que existen en la actualidad, las cuales
detectarian estas proteinas en los tejidos tumorales y en los fluidos proximos
al tumor. Sin embargo, este hecho no es del todo aceptado y no garantiza el
descubrimiento de biomarcadores en estadios iniciales que puedan ser
detectados con un analisis de sangre. Las proteinas de un tumor, pueden estar
en circulacién, asociadas con otras proteinas o sujetas a modificaciones
postraduccionales. En ocasiones ocurre que los niveles de proteinas en el
tejido tumoral pueden no correlacionarse con su concentracién en sangre;
como ocurre con el Antigeno Prostéatico Especifico (PSA, Prostate-Specific
Antigen). Aunque la transcripcion del gen esta regulada negativamente en

cancer de préstata, los niveles de PSA en sangre aumentan en los estadios
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iniciales de la enfermedad (de 0.5-2 ng/mL a 4-10 ng/mL) debido a la
destruccion del tejido tisular . Por todo ello, los biomarcadores de céncer
pueden no ser los mismos en etapas iniciales de la enfermedad que en etapas
mas avanzadas, donde la mayoria de las biopsias son realizadas, lo que
conlleva técnicas mas invasivas para el paciente, en comparaciéon con un

simple analisis de sangre.

A pesar del gran esfuerzo derivado de las ultimas dos décadas, solo
algunos biomarcadores han sido aprobados por la Administracion de

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug

82,83
7

Administration) para analisis de sangre aunque muchos de estos

biomarcadores aprobados por la FDA no son exitosos en la deteccidon

84

temprana del cancer Esto, sumado a la baja reproducibilidad, baja

sensibilidad analitica de las tecnologias basadas en protedmica, la falta en la
calidad de las muestras y la mala interpretacién de los grandes datos
generados en protedmica por parte de las herramientas bioinformaticas ,
lleva a que no se avance en el descubrimiento de nuevos biomarcadores para
la deteccidn temprana y que los que son propuestos se desechen cuando son
testados para su uso clinico. Ademas, la deteccién de proteinas a bajas
concentraciones las cuales coexisten con otras en una mezcla compleja,
plantea la resolucién de problemas como la adsorcion no especifica, el ruido

biolégico y el limite de difusidn %7,

Debido a la baja concentracion de proteinas (< 1 pg/mL) que derivan de los
tumores en los estadios iniciales y que circulan por el torrente sanguineo, las
actuales tecnologias en protedmica no son capaces de identificar y detectar
proteinas en sangre por debajo de este rango (pg/mL), dada la competencia
de una mezcla de mds de 10.000 proteinas algunas de ellas con érdenes de
magnitud once veces mayor, donde probablemente se encuentren las
proteinas que puedan ser usadas como futuros biomarcadores de cancer para
la deteccidn precoz de la enfermedad vy el cribado de la poblacién . En la
actualidad, aproximadamente el 99% del plasma contiene proteinas muy
abundantes entre las que se encuentran la albumina (55%), inmunoglobulinas,
transferrinas y haptoglobinas %% La concentracion de proteinas mas
abundantes en el plasma abarca desde los 10 pug/mL hasta los 10 mg/mL

aproximadamente. En el 1% restante existen mas de 10.000 proteinas, en las
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que se incluyen las proteinas derivadas de tejidos (como los biomarcadores
usados en clinica) en el rango de los ng/mL y las citoquinas e interleuquinas
por debajo del pg/mL. Segun el Plasma Proteome Database (PPD) son 1.278
las proteinas cuya concentracién es conocida

(http://www.plasmaproteomedatabase.org/). En la figura 1.6, se observa

como aumenta el nimero de proteinas identificadas cercanas a 1 ng/mL,
mientras que por debajo de esta concentracidn el nimero de proteinas

conocidas disminuye drasticamente.
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Figura 1.6. Concentracion de los biomarcadores tumorales aprobados por la FDA.
Modificado de P. M. Kosaka et al., 2018 8.

En lafigura 1.7, se estiman los niveles de proteina en sangre en funcién del
tamanfio del tumor, el tiempo transcurrido después de la génesis de la célula
tumoralinicial y el nimero de copias de proteinas por célula. Para este modelo
matematico, asumen una proteina con un peso molecular de 44 kDa (media
en células de mamiferos), tomando el crecimiento del tumor segun la funcién

de Gompertz; que ha descrito con éxito el crecimiento de tumores sélidos %1,
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Figura 1.7. Representacion del modelo matematico de la concentracion de proteinas

plasmaticas secretadas por el tumor en funcion del tiempo y cantidad de proteinas
en las células tumorales. Modificado de P. M. Kosaka et al., 2018 %,

Como se observa en la figura 1.7, el tumor alcanza un tamaio de unos 20
mm en unos 10 afos desde su inicio. Conociendo que las técnicas actuales,
como son la espectrometria de masas y los inmunoensayos, tienen un limite
de deteccion en 1 ng/mL y 1 pg/mL respectivamente, con este modelo
podemos observar que si la concentracién de las proteinas es alta (< 10°
copias), el tumor podria ser detectado con un tamafio de unos 12 mm a los 9
afios de su inicio mediante espectrometria de masas y con un tamafio de 1
mm después de haber transcurrido 5 afios desde su inicio mediante
inmunoensayos. En el caso de proteinas con una expresion intermedia, el
tumor seria detectado por espectrometria de masas e imnunoensayos con un
tamafio de 50 mm y 5 mm, doce afios y medio y siete afos y medio después
de suinicio, respectivamente. En cambio, cuando la expresién de las proteinas
es baja (100 copias por célula) el tumor podria ser detectado Unicamente por
inmunoensayos, pero con el handicap de haber transcurrido 10 aiflos después

del inicio de su formacion.
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1.3. Deteccién de biomarcadores mediante biosensores

nanomecanicos y optoplasmonicos

Inmunoensayos basados en sensores nanomecanicos y optoplasmadnicos
han mostrado una gran sensibilidad en la detecciéon de proteinas a bajas
concentraciones en el orden de 50 ag/mL ®%2. Para este caso, en el que el
limite de deteccion se encuentra en los 50 ag/mL, segln el modelo explicado
anteriormente (figura 1.7), las proteinas secretadas por el tumor a una
concentracién alta, media y baja podrian ser detectadas cuando el tumor tiene
un tamafio de 50, 200 y 800 um respectivamente, no llegando a los cinco afos
desde que se origind la formacion del tumor. En este punto, muchos canceres
podrian ser tratados de forma personalizada en funcidn de la evolucién de la
respuesta del paciente y curados de forma eficaz.

Debido a que los biomarcadores de proteinas aprobados actualmente en
clinica se encuentran en el plasma a concentraciones de ng/mL, es clara la
exigencia por el desarrollo de técnicas ultrasensibles capaces de explorar la
profundidad del proteoma plasmatico humano. La combinacion de distintas
disciplinas puede llegar a albergar hitos que eran desconocidos, por ello, la
aplicacion de biosensores nanomecanicos y optoplasménicos debido a su gran
potencial como herramienta para la deteccién de proteinas en plasma cuya
concentracidn se encuentre por debajo del rango de pg/mL y que puedan ser
usadas como futuros biomarcadores de cancer, han demostrado un gran
interés en la comunidad biomédica ®3, donde la deteccidn de biomarcadores,
células tumorales circulantes (CTCs) o vesiculas derivadas del tumor (como por
ejemplo los exoxomas) que son liberados en estadios tempranos desde el
tumor al torrente sanguineo, permitirian un cambio drastico en los
porcentajes de mortalidad y morbilidad de la enfermedad **, siendo una buena
idea para cubrir las carencias en los limites de deteccidn de las tecnologias

actuales.

En la presente tesis doctoral se han utilizado matrices de silicio con ocho
micropalancas actuando cada una de ellas como resonadores nanomecanicos
y nanoparticulas de oro de 100 nm de diametro que actian como sefal

optoplasmodnica para el desarrollo de un nanobiosensor hibdrido para la
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deteccion de biomoléculas. Las cavidades Opticas presentes en las
micropalancas junto con las nanoparticulas de oro desempefian un
importante papel en la deteccidn de proteinas a bajas concentraciones. La
tecnologia utilizada en esta tesis se basa en el inmunoensayo nanomecanico y
optoplasménico en formato sdndwich desarrollado en el grupo de
Bionanomeciénica en el afio 2014 °1. Este método opera en el modo dindmico
(ver apartado “1.1.1.1. Modos de operacion de los sensores nanomecanicos”).
La superficie de la micropalanca es funcionalizada (ver “capitulo 2: materiales
y métodos”), para posteriormente inmovilizar un anticuerpo de captura,
gracias al cual se captura la proteina objeto de estudio. A continuacién, la
matriz de ocho micropalancas es incubada en una solucién con un anticuerpo

de deteccidn anclado a nanoparticulas de oro.

La inmovilizaciéon de bioreceptores en la superficie de un sensor, es un
papel fundamental en los procesos de deteccidon, dedicandose enormes
esfuerzos a la formulacién de nuevas estrategias de biofuncionalizacién %>,
Una buena inmovilizacidon deberia asegurar una eficiente cobertura entre la
superficie del sensor con los bioreceptores, manteniendo sus propiedades
naturales. En lo que se refiere al diagndstico clinico, es necesario una
superficie bien definida con las biomoléculas para prevenir adsorciones no
especificas mientras que se lleva a cabo el proceso de bioreconocimiento de
una muestra compleja, siendo siempre la activacion quimica de la superficie

del sensor un paso necesario previo a la inmovilizacién.

La viabilidad de inmovilizar anticuerpos en una matriz con el fin de capturar
y analizar antigenos fue demostrada por primera vez a finales de los 90 %%, E|
uso de una capa de biorreconocimiento con alta eficiencia de captura junto
con los modos de transduccién nanomecdnica y optoplasménica lleva a una
elevada especificad y sensibilidad para la deteccion de proteinas a bajas

concentraciones.

Para el capitulo 4 y el apéndice A de esta tesis doctoral, el uso de arrays de
ocho micropalancas de silicio fue sustituido por placas de silicio de 5 x 5 mm?2,
Este cambio estad fundamentando en la dificultad del manejo de los arrays de
ocho micropalancas debido a su pequefio tamafio, ya que pueden romperse

mientras se estan manipulando lo que lleva a una pérdida de datos. Ademas,
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el amplio tiempo consumido debido a las medidas realizadas, al tratamiento
de datos y el hecho de Unicamente poder desarrollar unos 8 o 16 arrays por

semana también enfatizan este cambio.

Con el uso de placas de silicio, la alta reproducibilidad y la baja variablidad
del ensayo las hacen iddneas para poder ser empleadas en estudios clinicos y
en el campo de la investigacion de uso clinico. La necesidad que surge a través
de poder medir varias muestras en un mismo ensayo o un panel de diferentes
biomarcadores aborda también la utilizacién de placas de silicio. En este caso,
con la utilizacién de placas de silicio hemos llegado a desarrollar 48 o 96
muestras en una semana, a diferencia de lo que ocurre con el uso de arrays de
ocho micropalancas. Para estos ensayos Unicamente hicimos uso del método
de transduccién optoplasmodnico, ya que como veremos mas adelante es mas
sensible que el método de transduccidon nanomecanica, no interfiriendo en el
limite de deteccidn alcanzado. Haciendo uso de un sistema denominado
AVAC, realizamos las medidas de manera automatizada (en el capitulo 4, en el
apartado “4.6.1. Mecanismo optoplasmodnico en placas de silicio con AVAC” se
detalla mas acerca del funcionamiento de AVAC), disminuyendo los posibles

errores humanos.
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Materiales y métodos

En este capitulo se engloban los reactivos y procesos que son comunes en
la seccién de “materiales y métodos” para los capitulos 3y 4 y el apéndice A.
Mientras que las particularidades (anticuerpos usados, biomoléculas
detectadas, sistema de medidas, técnicas especificas, etc.) son detalladas en

cada capitulo segun corresponda.

2.1. Reactivos

Los reactivos tolueno, metanol, etanol, perdéxido de hidrogeno (H,0,),
tolueno seco 99.8%, (3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano (GPTS), N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida clorhidrato (EDC), N-
hidroxisulfosuccinimida sal sddica (sulfo-NHS), polietilenglicol (PEG), Tween®
20, albumina de suero bovino (BSA), insulina, cloruro de sodio (NaCl) y fosfato
de sodio (NaP) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Espafia). El acido sulfurico
(H2SO4) de Panreac (Espafia). EI NaNa-Bis(carboximetil)-L-lisina (NTA) de
bioWORLD (EEUU) y las nanoparticulas de oro de 100 nm de didmetro (AuNPs)
de Nanopartz (EEUU).

2.2. Tampones y soluciones

El tampdn fosfato salino (PBS), 4cido 2-morfolino etano sulfénico (MES) y
tampdn bicarbonato fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Espafia) vy
preparados utilizando agua Milli-Q® (18.2MQ-cm a 25°C). El PBS se ajusto a pH
7.4, el tampdn MES 10 mM a pH 5.2 y el tampdn bicarbonato 50 mM a pH 9.7.
Al igual que con el resto de tampones, el tampdn fosfato de sodio 10 mM (pH

8.0) con cloruro de sodio 0.3 M también se prepard con agua Milli-Q°®.

2.3. Superficies de silicio

Las matrices de silicio fueron obtenidas de Micromotive GmbH (Alemania).

Cada una consta de ocho micropalancas con un tamafio de 500 um de largo,
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90 um de ancho y 1 um de espesor (figura 2.1). Las placas de silicio de 5 x 5

mm? fueron adquiridas en Sil’tronix Silicon Technologies (Francia).

En el capitulo 3 se hizo uso de las matrices de silicio de ocho micropalancas,
en cambio para el capitulo 4 y el apéndice A se utilizaron placas de silicio de 5

x5 mm?.

== ———soporie==—————t

b)

Micropalanca ——

Figura 2.1. Imagenes tomadas con un microscopio electrénico de barrido (SEM,
Scanning Electron Microscope). a) vista de una matriz de ocho micropalancas usada
en el capitulo 3 de esta tesis doctoral. b) vista del perfil de una micropalanca donde
se observa la frontera entre el soporte de la micropalanca de 10 um de espesor y la
micropalanca con un espesor de 1 um.

2.4. Biofuncionalizacidn de las superficies de silicio

El mismo protocolo se siguid para las matrices de ocho micropalancasy las
placas de silicio de 5 x 5 mm?, utilizdindose placas de 48 pocillos (VWR) para
las incubaciones y los lavados de las micropalancas y las placas de silicio.
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2.4.1. Limpieza y activacion de las micropalancas y placas de
silicio

Las micropalancas o placas de silicios fueron sumergidos en solucién pirafia
(3 H2S04: 1 H,03) durante 15 minutos a temperatura ambiente con extremada
precaucién, debido a que la solucién pirafia es extremadamente corrosiva,
reactiva y potencialmente explosiva. Este paso se llevd a cabo para activar los
grupos hidroxilo (OH-) de la superficie y eliminar todos los residuos organicos
presentes en la misma. Finalizados los 15 minutos, las micropalancas o los
silicios se lavaron abundantemente con agua Milli-Q® y se secaron bajo un

flujo de nitrégeno (N>) seco.

2.4.2. Silanizacién y funcionalizacidn de la superficie

Las matrices de ocho micropalancas o placas de silicios fueron sumergidas
en 2 mL de solucién 0.2% de GPTS en tolueno seco durante toda la noche a
temperatura ambiente y agitacidon constante. La incorporacién de los grupos
epoxisilanos, por parte del GPTS, se llevé a cabo en presencia de tolueno seco
para evitar la polimerizacién de los silanos. Terminada la incubacién las
matrices de ocho micropalancas fueron lavadas con tolueno, metanol y agua
Milli-Q® durante 15 minutos a 25°C y 300 rpm con cada disolvente y secadas
bajo un flujo de N2. En cambio, los silicios de 5 x 5 mm? fueron lavados durante
5 minutos con tolueno, 5 minutos con metanol y 5 minutos con agua Milli-Q®

usando un bafio de ultrasonidos y secados finalmente bajo un flujo de N..

A continuacion, las micropalancas o placas de silicios fueron incubadas con
600 pL de solucion de NTA 100 mM en tampdn bicarbonato 50 mM (pH 9.5)
durante toda la noche a 25°C bajo agitacién. La incorporacién del grupo amino
(NH,) del NTA abre los grupos epoxi, para lo cual tiene lugar la rotura del grupo
epoxi, concretamente en el enlace que conecta el &tomo de oxigeno con el
carbono terminal (que es el &tomo de C que estd menos impedido) del grupo
epoxi. A continuacion, el nitrégeno de la amina se enlaza con el carbono del

grupo epoxi, perdiendo a su vez uno de sus nitrogenos que se enlaza con el
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oxigeno del grupo epoxi, formando un grupo carboxilo. Terminada la
incubacién durante toda la noche del NTA, las matrices o placas de silicio

fueron lavadas con tampdn bicarbonato 50 mM (pH 9.5) y agua Milli-Q®.

2.4.3. Activacion del grupo carboxilo

Los grupos carboxilo presentes en la superficie de las micropalancas o
placas de silicio de 5 x 5 mm? se activaron incubandose durante 45 minutos a
37°C con agitacién en una solucion mixta de 300 uL de EDC 100 mM y 300 plL
de sulfo-NHS 150 mM, ambos disueltos en tampén MES 10 mM (pH 5.2).
Posteriormente, las micropalancas o placas de silicio fueron lavadas con
tampdn MES 10 mM (pH 5.2) y agua Milli-Q®.

2.5. Inmovilizacién del anticuerpo de captura en la superficie
de silicio

Las micropalancas o placas de silicio se funcionalizaron adaptando un
procedimiento que no requiere modificacién previa del anticuerpo y permite
una forma eficiente de unir los anticuerpos a la superficie sin involucrar las
regiones de unién al antigeno !. Los anticuerpos se orientan en el plano
aprovechando las diferencias cinéticas entre los procesos de adsorcién idnica
y las reacciones covalentes. El procedimiento de inmovilizacion mantiene la

actividad bioldgica de la mayoria de los anticuerpos.

Las micropalancas o placas de silicio fueron sumergidas en 200 uL de
solucion 50 pg/mL de anticuerpo de captura (en cada capitulo se detallan los
anticuerpos de captura usados) en tampén MES 10 mM (pH 5.2) durante 2
horas a 37°C bajo una leve agitacion. La unién estable y orientada que se
establece entre el anticuerpo de capturay los grupos carboxilo del NTA, es una
unién de tipo covalente, asegurando una unidn fuerte entre la biomolécula 'y
la superficie. A continuacidn, los arrays de ocho micropalancas o las placas de

silicio fueron incubadas en 600 pL de tampdn NaP 10 mM (pH 8.0) con NaCl
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0.3 M durante 45 minutos a 37°C y agitacion, con el objetivo de eliminar los
anticuerpos no unidos covalentemente en la superficie de las micropalancas o

placas de silicio.

Para los experimentos controles negativos, el anticuerpo de captura usado
fue sustituido por un IgG anti-Goat/ Sheep (G2904, Sigma) no especifico a
ninguna de las proteinas a detectar (en cada capitulo se detalla mas acerca de
los experimentos controles negativos realizados). El anticuerpo de deteccion

anclado a las nanoparticulas de oro se mantuvo para dichos experimentos.

2.6. Bloqueo de la superficie

Como ocurre en otros biosensores basados en la inmovilizacion superficial
de moléculas bioldgicas, los espacios libres en la superficie del dispositivo
deben ser bloqueados para evitar interacciones no especificas y asi evitar
resultados falsos positivos. El bloqueo fue realizado mediante la incubacién de
las micropalancas o placas de silicio en 2 mL en una solucion 1 mg/mL PEG
(MW 5.000) en MES 10 mM (pH 5.2) al 0.05% de Tween® 20 durante 1 hora a
25°C bajo agitacidn. A continuacion, se incubd durante 2 horas a 4°C bajo
agitacién y finalmente fueron almacenadas a 4°C hasta su uso al dia siguiente.

2.7. Conjugacién del anticuerpo de deteccion a la

nanoparticula de oro

El anticuerpo de deteccidén (en cada capitulo se detallan los anticuerpos de
deteccion usados) se inmovilizé sobre la superficie de las nanoparticulas de
oro recubiertas con polimero de carboxilo de 100 nm de didmetro. En primer
lugar, se preparé una solucién con 500 uL de agua Milli-Q®, 50 pL de
anticuerpo de deteccion a 1 mg/mL en agua Milli-Q® y 50 uL de nanoparticulas
de oro a 3.25 mg/mL en agua Milli-Q®. La solucion resultante se agit6 durante
1 minuto a 25°C y se afiadié 50 pL de 1 mg/mL de EDC en agua Milli-Q®. La

solucidn se incubd a 25°C durante 1 hora y a continuacion, se centrifugé a 4°C
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y 6.000 rcf durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y la solucién
restante se resuspendid en 600 uL de PBS (este paso fue repetido 2 veces
mas). Finalizados los tres lavados, se afadié 600 uL de solucidn de bloqueo 1
mg/mL de BSA en PBS (pH 7.4) al 0.05% de Tween® 20 para bloquear los
espacios libres presentes en la superficie de las nanoparticulas de oro y evitar
asi interacciones no especificas, incubandose nuevamente durante 1 hora a
25°C. Terminada la incubacién, la solucién se centrifugd a 4°C y 6.000 rcf
durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y la solucién restante se

mezclé en 600 uL de PBS. Este paso se repitié dos veces mas.

La concentracion de las nanoparticulas de oro después de la conjugacién
con el respectivo anticuerpo de deteccién se determind usando el diametro
de las nanoparticulas de oro (d) con la absorbancia medida a 450 nm,
haciendo uso de un BioEspectrofotometro de Eppendorf (Alemania) y se
almacendé a 4°C hasta su uso. Para medir la concentraciéon de las

nanoparticulas de oro se utilizé la siguiente ecuacién 2.1. %

AgsoX101%

— p)
dz{—0,295+1,36 exp[—(d7:§8) ]}

N =

(2.1)

Donde N es la densidad numérica de nanoparticulas en nanoparticulas/mL
(nps/mL)y Aaso es la absorcidn a 450 nm. Haiss 2 encuentra que esta ecuacion
tiene una precisién de ~ 6%. A partir de esta ecuacién se puede encontrar el

valor de la concentracién (W't) en pg/mL usando la siguiente ecuacion 2.2. 3:

-21
4 19,28x10
Znr3em3x=222X0 9

10°
Wt =N x?2 emd I (2.2)
nps g

donde 7" es el radio de la nanoparticula de oro.
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2.8. Inmunoensayo

El proceso de inmunoensayo engloba solo dos pasos de bioreconocimiento
gue se siguen para aumentar la selectividad y amplificar la respuesta del
nanosensor. En el primer paso, las micropalancas o placas de silicio
funcionalizadas previamente fueron sumergidas en 1 mL de solucidon que
contiene el biomarcador a detectar (el rango de concentraciones o cantidades
estudiadas estan detalladas en cada capitulo) y se incubaron durante 1 hora a
37°C bajo agitacion. A continuacidn, las micropalancas o placas de silicio se
lavaron dos veces durante 15 minutos a 25°Cy bajo agitacion por cada lavado
(en cada capitulo se especifican los detalles de los lavados realizados). En el
segundo paso, las micropalancas o placas de silicio fueron sumergidas en 1 mL
de solucién 10 pg/mL de nanoparticulas de oro conjugadas con el anticuerpo
de deteccion (las condiciones del proceso de incubacion con las
nanoparticulas de oro se detallan en la secciéon de “materiales y métodos” de
cada capitulo). Finalmente, las micropalancas o placas de silicio se lavaron
durante 4 horas con MES 10 mM (pH 5.2) al 0.5% de Tween® 20 y con agua
Milli-Q®, para eliminar las nanoparticulas de oro unidas de forma no especifica

sobre la superficie, secandose bajo un flujo de nitrégeno seco.
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a) Ac captura

c)

Nanoparticulas de oro

Bloqueo

b)

Biomarcador

Figura 2.2. Representacion esquematica de los diferentes pasos llevado a cabo en el
inmunoensayo (se representa una micropalanca como ejemplo). a) inmovilizacién
del anticuerpo de captura y bloqueo de la superficie de silicio. b) reconocimiento por
parte de los anticuerpos de captura con el biomarcador. c) deteccion del biomarcador
por parte de los anticuerpos de deteccion que se encuentran anclados a las
nanoparticulas de oro. Dicho esquema es vélido tanto para las micropalancas como
para las placas de silicio de 5 x 5 mm?2,
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Deteccion de proteinas en lineas celulares y muestras de pacientes con cancer de mama
mediante un nanosensor hibrido

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un grupo
largo de enfermedades que se puede originar en cualquier érgano o tejido del
cuerpo cuando existe un crecimiento celular descontrolado, invadiendo partes
contiguas del cuerpo y/o extendiéndose a otros érganos, dando lugar al
proceso conocido como metastasis, siendo este la mayor causa de muerte por
cancer. El Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC,
International Agency for Research on Cancer) en su base de datos GLOBOCAN,
estimd en el afio 2020 diecinueve millones de nuevos casos por cancer y casi

diez millones de muertes a nivel mundial *

La iniciacién y progresion del cancer se basa en un proceso de multiples
pasos, en los cuales se observan alteraciones genéticas que conducen a la
transformacion de una célula humana normal en derivados malignos,
observandose mutaciones, amplificaciones o deleciones, entre otros. Los
cambios que llevan a convertir una célula sana en una célula maligna se ven
reflejados en alteraciones gendmicas y en la expresiéon de proteinas de las
células tumorales, siendo estas proteinas secretadas por los tumores, una

sefial especifica de presencia de la enfermedad 2.

La identificacién de biomarcadores es crucial para la deteccién de la
enfermedad, la eleccidn de una terapia 6ptima y un prondstico mas preciso en
la progresién de la enfermedad 3. La deteccién temprana del cancer ha
demostrado ser una estrategia en la lucha contra el mismo; siendo de vital
importancia el cribado de la poblacién para detectar la enfermedad cuando
los individuos no presentan sintomas y por lo tanto el tamafio del tumor es
pequefio y se encuentra bien localizado, aumentando considerablemente la

posibilidad de cura.

3.1. Cancer de mama

El cancer de mama, que hasta el afio 2018 era el segundo mas comun
diagnosticado (11.6%) %, pasé a ser en el afio 2020 el cancer mas comun
diagnosticado, con 2.3 millones de nuevos casos (11.7%) y una incidencia de
684.996 muertes (6.9%) para ambos sexos, siendo la principal causa de muerte

por cédncer en mujeres (15.5%) y el mas comun (24.5%) para este sexo .
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Expertos predicen 3.2 millones de casos nuevos de cancer de mama para el
afio 2050 °.

Pulmén (11.4%) Otros canceres Pulmén (18%)
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Figura 3.1. Estadistica global de cancer 2020. Estimacidn de la incidencia y mortalidad
de distintos tipos de cdncer por GLOBOCAN. Modificado de Bray et al., 2021 1.

La media de casos de cancer de mama es mas alta en paises desarrollados,
donde entre el 50 — 80% de los casos son diagnosticados en estadios
avanzados, cuando los tratamientos son menos eficaces , sin embargo, esta
ratio esta incrementando en casi todas las regiones del mundo. La
supervivencia de cancer de mama es mayor cuando este es detectado es

estadios tempranos y donde el tratamiento es mas efectivo.

El cancer de mama es una enfermedad variable y heterogénea basada en
pardmetros clinicos y genéticos . Las células de cdncer de mama forman un
tumor que a menudo puede ser observado por rayos X o puede sentirse como
un bulto en la mama. Si se disemina fuera de la mama a través de los vasos
sanguineos y vasos linfaticos llega a convertirse en cancer de mama avanzado.
Cuando el cancer de mama se extiende a otros érganos del cuerpo (como el
higado, pulmones, huesos o cerebro) se denomina cancer de mama

metastasico (Union for International Cancer Control, UICC, 2021).
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3.2. Diagndstico del cancer de mama

El control integral del cancer abarca desde la prevencién, la deteccién
precoz, el diagndstico y tratamiento del paciente, la rehabilitacién y los
cuidados paliativos. La deteccidn precoz para mejorar el prondstico y la
supervivencia del cancer de mama siguen siendo hoy en dia la piedra angular
del control de este tipo de céncer 8. En la actualidad son dos los métodos de

deteccion en el cdncer de mama; el diagndstico temprano y el cribado.

El diagndstico temprano es el conocimiento de los primeros signos vy
sintomas en la poblacidn sintomatica, para facilitar el diagndstico y el
tratamiento temprano. El objetivo es incrementar la proporcion de casos
identificados de cancer de mama en estadios iniciales de la enfermedad,
permitiendo poder adaptar el tratamiento de la forma mas efectiva al paciente
y reducir el riesgo por muerte de cancer de mama (Organizacién Mundial de
la Salud).

Por otro lado, el cribado consiste en una serie de técnicas en donde se
evalian a una poblacién aparentemente asintomatica para identificar el
cancer antes de que aparezcan los sintomas. Su objetivo es detectar a las
personas que presenten anomalias indicativas de cdncer. Son varios los
métodos usados, entre los que destacan la mamografia, que aunque es el
Unico método de cribado que se ha revelado eficaz para el diagnéstico de
cancer de mama reduciendo los ratios de mortalidad entre un 30 — 40% °,
presenta una sensibilidad limitada (25 — 29%) para la deteccion de tumores en
tejido mamario denso 1°, ademds de presentar un alto ratio de falsos negativos
(entre 4 y 34%) y falsos positivos, lo que conlleva a realizar biopsias de manera

11-

innecesaria 1713, Todo esto supone que siga existiendo un interés continuo en

mejorar la deteccién temprana y el prondstico de dicha enfermedad 4.

Ademas de la mamografia, son varios los métodos de diagndstico para
prevenir, detectar y diagnosticar pacientes con cdncer de mama. La
resonancia magnética (RM) presenta una elevada sensibilidad en la deteccién
de tumores primarios de pequefio tamafio, siendo util en tejidos mamarios
densos. Sin embargo, los falsos positivos, el alto coste y la prohibicion de

realizar RM a pacientes que presenten materiales metalicos en su cuerpo son
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factores que influyen en la deteccion del cancer de mama por RM *°. El
ultrasonido es usado dependiendo de la morfologia y la condicién del tumor,
no siendo Util para tejidos tumorales de tamafio pequefio. Presenta elevada
especificidad (34%), pero una baja sensibilidad y baja resolucién de imagen.
La técnica por ultrasonidos detecta los tumores mediante ondas acusticas en
el tejido mamario, pero cuando las propiedades acusticas del tejido mamario
benigno y tumoral son similares dicha técnica pierde resolucién °. La
tomografia por emisidn de positrones (TEP) presenta muchas ventajas como
alta sensibilidad en la deteccidén de pacientes con cancer de mama recurrente
y metastdasico, siendo util en la deteccién de tumores de pequefio tamafio (>
0.5 cm). Sin embargo, no es recomendada como método de cribado debido a
su alto coste y a la utilizacién de radiacidn ionizante y radioactiva que podria

provocar dafios en los pacientes /.

Aunque todas estas técnicas nos permitan realizar un cribado de la
poblacién, estos métodos son capaces de detectar la enfermedad solo cuando
estdn presentes las manifestaciones fisioldgicas, siendo en ocasiones
demasiado tarde 8. Todo ello no quita la importancia de llevar a cabo un
examen clinico de la mamay la autoexploracién de la misma, siendo un factor
importante para fomentar la toma de conciencia entre las mujeres en
situacién de riesgo, a pesar de no tener datos acerca del efecto del cribado
mediante autoexploracidn de la mama (Organizacién Mundial de la Salud).

3.3. Patologia y clasificacion

La glandula mamaria es un drgano complejo constituido por dos tejidos; el
epitelio y el estroma, los cuales se someten a ciclos de proliferacién,
diferenciacion y apoptosis en respuesta a las sefiales locales y endocrinas. El
estado de los receptores hormonales en varias lineas celulares es usado como

marcador molecular para el diagndstico del cancer de mama *°.

Las células de cancer de mama tienen receptores en su superficie, en su
citoplasma y en el nucleo, que pueden ser usados para su clasificacion
molecular por histopatologia y procedimientos inmunohistoquimicos. Estos

receptores son el receptor de estrogenos (ER, Estrogen Receptor), el receptor
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de progesterona (PR, Progesterone Receptor) y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, también conocido como ERBB2). A
su vez, han sido subdivididas en los siguientes grupos: luminal A
(ER*/PR°/HER2"), luminal B (ER*/PR"3°/HER2"), HER2 positivo (ER"/PR/HER2")
y basal o triple negativo (ER/PR/HER2") ’. Cuando las células de cancer de
mama expresan el receptor de estrégenos, estas dependen de estrégenos
para su crecimiento, por lo que son tratadas con farmacos como el
tamoxifeno, para bloquear el efecto de los estrégenos en el ER. Este tipo de
cancer expresa normalmente un mejor prondstico. La mayoria de células co-
expresan ER y PR, lo que indican que las células expresan uno o ambos tipos
de receptores y se consideran hormono positivas (HR*) 2. Las células que
expresan HER2* responden a fdrmacos como el trastuzumab usado en
combinacidn con quimioterapia convencional 2. En cambio, las células que no
expresan ninguno de estos tres tipos de receptores reciben el nombre de
triples negativas (TNBC, Triple Negative Breast Cancer), caracterizandose por
no responder a la terapia hormonal, sino a farmacos citotdxicos
guimioterapéuticos como posible opcién de tratamiento, aunque los
resultados y eficacia de dichos tratamientos siguen siendo relativamente bajos
22 Este tipo de céncer es el mds maligno y agresivo, representando el 24% de
las neoplasias de mama diagnosticadas 2. Los pacientes con cancer de mama
triple negativo se caracterizan por presentar un peor prondstico. En Julio de
2021, la FDA aprobd Keytruda (pembrolizumab) en combinacién con

quimioterapia para el cdncer de mama triple negativo 2%

Son muchos los factores causantes que pueden influir en el desarrollo del
cancer de mama. La ruta del factor de crecimiento fibroblastico o FCF (FGF,
Fibroblastic Growth Factor) induce proliferacion de células cancerosas,
inhibicidn de la apoptosis, fenotipo invasivo e induccion de angiogénesis. La
activacién de la ruta estd asociada con una activacion en la via
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) / proteinas quinasa B (AKT) y en la via de las

proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK).

En esta tesis doctoral hemos estudiado dos proteinas: p-AKT (Ser473) y la
mutacidon G13D en KRAS involucradas en las vias PI3K/AKT y MAPK, en tres
lineas celulares de cancer de mama MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231.
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3.4. Via PI13K/AKT en cancer de mama

En cdncer de mama existen importantes interacciones entre factores
gendmicos y no gendmicos del receptor de estrogenos y las quinasas de
membrana y citoplasmaticas, incluyendo a los miembros de la via PI3K que
juegan un papel en la resistencia anti-estrogénica 2. El estado de activacién
de la via contribuye a la resistencia tumoral ante ciertas terapias, al igual que

ante la quimio y radioterapia °.

La via de sefializacién PI3K/AKT/mTOR estd involucrada en procesos de
regulacién celular en cancer de mama, entre los que destacan el metabolismo,
la proliferacion, sintesis de proteinas y supervivencia celular. La desregulacion

de esta via podria ser un evento clave en el inicio del desarrollo del cdncer ?’.

Mutaciones en la via PI3K/AKT ocurren aproximadamente en el 35% de los
canceres de mama hormono positivos, entre un 20 — 25% de los canceres de
mama que sobreexpresan HER2 y con baja frecuencia en los canceres de
mama triple negativos %%°. La evidencia de la actividad tumorigénica mamaria
preclinica de PI3K/AKT y la desregulacion de la via en cancer de mama han
aumentado el interés de estudio de esta via en tumores mamarios 3°

presentando un 20 — 55% de activacion de AKT.

Esta via de sefalizacidn es estimulada por una variedad de oncogenes y
receptores de factores de crecimiento como es el receptor de insulina tirosina
quinasa, el receptor del factor de crecimiento de la insulina (IGF, Insulin
Growth Factor) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF, Epidermal Growth
Factor). Las principales proteinas involucradas en esta via son PI3K y AKT 3132,

Cuando PIK3/AKT es activada por factores de crecimiento como por
ejemplo la insulina, conlleva a la activacion de receptores de membrana
tirosina quinasa, los cuales se autofosforilan a la vez que fosforilan el sustrato
de receptor de la insulina (IRS, Insulin Receptor Substrate). IRS fosforila la
subunidad p85 de la PI3K que conlleva a un cambio conformacional de dicha
proteina y conduce a la unién de la subunidad catalitica p110. PI3K es un
blanco frecuente de activacién mutacional *. Las aberraciones genéticas mas
frecuentes en cancer de mama son las mutaciones somaticas (por ejemplo, la
mutacion E545K) en el gen que codifica p110 (PIK3CA). PI3K activada fosforila
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el inositol 3, 4 difosfato (PIP2), convirtiéndolo en el segundo mensajero;

fosfatidil inositol 3, 4, 5 trisfosfato (PIP3), el cual activa a la proteina AKT.

Factor de

</ crecimiento
Receptor de factor v A

de crecimiento

Membrana
plasmatica
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Figura 3.2. Esquema de la via de sefializacion fosfatidil inositol 3 kinasa y activacién
de AKT.

AKT, mediante la inactivacion del gen supresor de tumor p53, favorece la
supervivencia celular. Esto se debe a la habilidad de AKT de fosforilar y activar
directamente a MDMZ2, una proteina que regula negativamente a p53. Cuando
la via PI3K/AKT se encuentra en un estado activo permanente
(hiperactivacion), permite a la célula resistir a la apoptosis por lo que
sobrevive y prolifera contribuyendo a la inestabilidad cromosémica 34 Las
alteraciones genéticas mas conocidas asociadas a esta via en cancer de mama
son la activacién de mutaciones en PI3K, mutacién en AKT y la perdida de la
actividad de PTEN 3°. PTEN es una proteina que regula la sefial de
supervivencia celular dependiente e independiente de la via PI3K/AKT. Esta
proteina supresora de tumores se expresa cuando se origina dafo celular,
bloqueando la supervivencia de la célula mediante p53. La actividad fosfatasa
de PTEN le permite desfosforilar a PIP3 a PIP2, inhibiendo el proceso de

activacion de AKT y el proceso de inactivacidon de p53; por lo que p53 se
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mantiene activo para inhibir la proliferacién celular y promover los procesos

de reparacién o apoptosis *.

AKT pertenece a la subfamilia AGC de la superfamilia de proteinas quinasa.
En mamiferos existen tres isoformas de AKT: AKT1, AKT2 y AKT3, las cuales
comparten una estructura conservada. AKT estd compuesta por tres dominios
(figura 3.3). La activacién completa de AKT es un proceso de multiples pasos,
siendo el paso final la fosforilacion de AKT en dos residuos; treonina 308
(Thr308) y serina 473 (Ser473) 3¢, siendo esta Ultima (p-Ser473) la estudiada

en esta tesis doctoral en lineas celulares de cancer de mama.

e e

Dominio N - terminal - liti Region C- terminal
de homologia con Ia Dominio catalitico hidrofébica
Pleckstrina (PKB)

Figura 3.3. Estructura de la proteina AKT. AKT presenta tres dominios; un dominio
amino terminal de homologia a Pleckstrina (PH) que permite su reclutamiento a la
membrana plasmatica para unirse a PIP3, un dominio C — terminal que contiene una
region regulatoria hidrofébica (HM) y un dominio central catalitico (KD).

Existen numerosos estudios en los que se demuestran el efecto regulador
de AKT modulado por fosfatasas de lipidos y proteinas, para el control del
crecimiento celular, la proliferacidn, supervivencia y estabilidad gendmica

37-40

entre otras , sin embargo, la actividad de estas fosfatasas en cdncer a

menudo se inactiva originando una hiperactivacidn de AKT.

3.5. Via MAPK en el desarrollo del cancer

Otras de las vias nombradas en el desarrollo del cancer es la via de las
proteinas quinasas activadas por mitdgenos/ Extracellular signal-Regulated
Kinases (MAPK/ERK). Las proteinas RAS (Rat Sarcoma) pertenece a la

superfamilia de GTPasas pequefas que regulan el crecimiento celular, la
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4 Mutaciones en la familia de proto-

proliferacién y la diferenciacion
oncogenes RAS (HRAS, KRAS y NRAS) es una de las caracteristicas mds
frecuentes del cancer mutacional, siendo KRAS el miembro mas mutado (mas

del 20% en los canceres humanos) #2.

aal aales aa188/9

amino-terminal: catalitico carboxyl-terminal: hipervaribale ‘

<

Figura 3.4. Estructura de la proteina RAS. RAS presenta un dominio catalitico amino-
terminal muy conservado en todas sus formas (90 — 100%) entre los aminodcidos 1 —
165. Desde los aminoacidos 166 al 188/189 se encuentra el dominio hipervariable
carboxil-terminal %3,

KRAS se encuentra involucrada en la via de sefializacién MAPK/ERK. Esta
via puede ser activada tras la unién de factores de crecimiento a los receptores
de la superficie celular, como son los receptores tirosina quinasas, los cuales
se encuentran acoplados a proteinas G, como puede ser por ejemplo KRAS.
Cuando el receptor tirosina quinasa es activado por un factor de crecimiento
conlleva la autofosforilacion de los residuos de tirosina (Tyr) en el dominio
intracelular. Los residuos fosforilados se unen a la proteina 2 unida al receptor
del factor de crecimiento, GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2). La
unién de GRB2 a la proteina SOS (Son Of Sevenless) también conocida como
GEF (Guanine Exchange Factor) media la activaciéon de KRAS, como resultado
del intercambio de GDP (guanosin difosfato) por GTP (guanosin trifosfato)
unido a KRAS.

Esta actividad catalitica se encuentra regulada y en equilibrio mediante la
unidén con la proteina GAP (GTPase-Accelerating Proteins). Mientras que GEF
promueve la activacidon de KRAS (KRAS-GTP), GAP hidroliza la forma activa de
KRAS a su forma inactiva (KRAS-GDP), siendo el balance entre GAP y GEF un
mecanismo crucial para el estado de activacion de KRAS y sirviendo como un
“interruptor” molecular para mediar en la transduccion y amplificacion de

sefiales 4%

. Cuando aparece una mutacion en KRAS, esta cambia su
conformaciéon haciendo que GAP no pueda ejercer su funcién, provocando la

estabilizacién de KRAS con GTP, derivando en la activacidn cronica de KRAS.
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Figura 3.5. Representacion de la via de sefnalizacion celular MAPK y activacion de
RAS.

Las mutaciones mas comunes en KRAS se encuentran en los codones 12 y
13 (ex6n 2) y en ocasiones en el codén 61 (exén 3). Las mutaciones en KRAS
en cancer de mama son poco comunes, sin embargo, algunos estudios han
informado la asociacidn entre KRAS y el subtipo de cancer de mama. Se
demostré que KRAS tiene un papel crucial en el mantenimiento de los
fenotipos mesenquimales y la capacidad metastdsica del cdncer de mama
triple negativo mediante experimentos moleculares que utilizan lineas
celulares de cadncer de mama *°. Seguin el andlisis de supervivencia, usando el
método Kaplan-Meier %, pacientes que presentan altos niveles de expresién
de KRAS tienen peor prondstico de cancer de mama, siendo la expresion de
KRAS un factor de riesgo para dichos pacientes *’. La expresién de KRAS puede
promover la tumorigénesis; estudios previos han mostrado que la expresion
de ARNm de KRAS se asocid con el prondstico del cancer de mama y un alto
nivel de expresion desempefié un papel clave en la promocién del desarrollo

del cancer de mama .

La mutacién en el codéon 13 denominada G13D, se origina como
consecuencia de una sustitucién de una glicina (G) en posicién 13 por un acido

aspartico (D) #, siendo la mutacidn estudiada en esta tesis a través de la linea
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celular de cdncer de mama MDA-MB-231, la cual presenta dicha mutacién *°
51

MTEYKLVVVG A(@G KSALT 1QLIQNHFVD
EYDPTIEDSY RKQVVIDGET  CLLDILDTAG
QEEYSAMRDQ YMRTGEGFLC  VFAINNTKSF
EDIHHYREQI KRVKDSEDVP  MVLVGNKCDL
PSRTVDTKQA QDLARSYGIP FIETSAKTRQ
RVEDAFYTLVY  REIRQYRLKK ISKEEKTPGC
VKIKKCIIM

MTEYKLVVVG AG KSALT  IQLIQNHFVD
EYDPTIEDSY RKQVVIDGET CLLDILDTAG
QEEYSAMRDQ YMRTGEGFLC VFAINNTKSF
EDIHHYREQI KRVKDSEDVP MVLVGNKCDL
PSRTVDTKQA  QDLARSYGIP FIETSAKTRQ
RVEDAFYTLV REIRQYRLKK ISKEEKTPGC
VKIKKCIIM

Figura 3.6. Representacion de la mutacion G13D en KRAS por la sustitucion de una
glicina por un acido aspartico.

La activacidon de las vias de sefializaciéon PI3K/AKT y MAPK son eventos
importantes en la formacién de un tumor. Ambas vias pueden ser activadas
por factores de crecimiento, pudiendo ocurrir que exista transferencia no
deseada entre ambas vias (cross-talk). La proteina RAS unida a GTP (RAS
activa) podria activar directamente a PI3K 2. Numerosas lineas celulares de
cancer de mama muestran mutaciones en las vias de PI3K o RAS (54% y 25%,

respectivamente) °L.
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3.6. Materiales y métodos

3.6.1. Células

Las lineas celulares utilizadas en esta tesis fueron tres: MCF-10A (ATCC®
CRL-10317™, Manassas, USA), MCF-7 (ATCC® HTB-22™, Manassas, USA) y
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™, Manassas, USA) de tipo adherente,
pertenecientes a la glandula mamaria, siendo MCF-10A la linea celular sana 'y
MCF-7 y MDA-MB-231 la linea celular tumoral y la linea celular tumoral
metastdsica respectivamente. Las células se encontraban criopreservadas en
nitrogeno liquido con DMSO al 5% en FBS en el caso de las lineas MCF-7 y
MDA-MB-231, mientras que la linea MCF-10A se almacenaba con DMSO al

7.5% en su medio completo.

3.6.2. Cultivos celulares

No existe un método sencillo para determinar el nUmero maximo de pases
de una determinada linea celular 3. Las lineas celulares con un alto nimero
de pases experimentan alteraciones en la expresion de proteinas, en
comparacién con lineas celulares a pases mas bajos 4, por lo que el nimero
maximo de pases utilizado fue seis. Para los cultivos celulares las células se
cultivaron en un frasco de cultivo con tapén dotado de filtro (ThermoFisher
Scientific) para permitir el intercambio de gases, de 75 cm? de superficie. La
linea celular MCF-10A se mantuvo en medio DMEM-F12 (Dulbecco' s Modified
Eagles Medium) suplementando con un 5% de suero de caballo estéril (Gibco,
New Zealand) con L-Glutamina 15 mM Hepes (BioWest), 500 Ul/mL de
penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicina (Cultek), 100 mg/mL EGF humano
(Sigma-Aldrich), 1 mg/mL hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 1 mg/mL cdlera
toxina (Sigma-Aldrich) y 10 mg/mL de insulina (Sigma-Aldrich). Las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231 fueron mantenidas en medio DMEM rico en
glucosa con L-Glutamine con sodio piruvato (BioWest), suplementado con un
10% de suero bovino fetal (FBS) (Gibco) y 500 Ul/mL de penicilinay 0.1 mg/mL

de estreptomicina (Cultek).
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Las células fueron incubadas a 37°C en presencia de 5% de CO; y 95% de
humedad. Se les cambid el medio cada 48 — 72 horas, hasta alcanzar una
confluencia del 60 — 70%. Una vez alcanzada esta confluencia se realizaron
subcultivos y/o se sembraron los respectivos experimentos, despegando para

ello las células con tripsina (Gibco).

Para los experimentos, las células fueron sembradas en frascos de cultivo
con tapdn dotado de filtro (Eppendorf Ibérica) para permitir el intercambio de
gases, de 25 cm? de superficie a distintas densidades (10% 10° y 10° células/
mL). Una vez sembradas, se les cambid el medio cada 48 — 72 horas y se
dejaron crecer hasta un 60 — 70% de confluencia. Alcanzada esta confluencia
se las privd de suero y se les retiré el medio con FBS y se mantuvieron en
medio libre de suero 24 horas previas al tratamiento con 10 pg/mL de insulina
(Sigma-Adrich). Las células fueron recogidas 24 horas después del tratamiento
con insulina. Para ello, se les retird el medio y se afadié PBS para lavar las
células. Tras el lavado, el PBS fue descartado y se anadié 1 — 2 mL de tripsina
dejando los frascos de cultivo en el incubador a 37°C durante 2 — 3 minutos. A
continuacién, se afiadié 3 — 5 mL de medio de cultivo con FBS para inhibir el
efecto de la tripsina y se centrifugaron durante 5 minutos a 1.500 rpm a
temperatura ambiente. Seguidamente, el pellet fue resuspendido en 1 mL de
PBS y centrifugado de nuevo, almacenandose el pellet resultante a - 80°C
hasta su uso.

) Cambio + Insulina
Siembra medio (- FBS) [10 pg/ml]
| | ] l |
| | | | |
60 — 70% 24h 24h
confluencia

Figura 3.7. Representacion esquematica del tratamiento con insulina.
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3.6.3. Muestras de pacientes con cancer de mama

Entre las muestras cedidas pertenecientes a pacientes sin metastasis,
encontramos cuatro hormono positivas (ER+/PR+/HER2-) (clasificadas en
grado I) y cinco muestras Triples Negativas (TN) (clasificadas en grado lll).
Todas las muestras hormono positivas usadas (AAA2622843, AAA3182426,
CMAMA14_ 2013 y CMAMA15 2013) y una de las triples negativas
presentaban diagndstico anatomopatoldgico (AAA1116133), mientras que del
resto de muestras triples negativas no disponiamos informacién de ellas
(CMAMA1_2013, CMAMAS8_2013, CMAMA43_ 2013, CMAMA54_2014).
Ademas de las muestras citadas anteriormente, se incluyeron seis muestras
de pacientes sanos; siendo cinco de ellas no portadoras de la mutacion familiar
BRCA1 o BRCA2 (28041389, AAA0027786, AAA0021149, AAA1351273),
aunque dicha informacién no estaba disponible para la muestra 207035. La
media de edad era de 64 aiios y el tamafio del tumor variaba de los 1,2 cm a
los 1,8 cm.

Las muestras y datos de los pacientes incluidos en esta tesis doctoral
fueron proporcionados por el Biobanco IBSP-CV (PT13/0010/0064) integrado
en la red de Biobancos Valenciana y por el Biobanco del Hospital Ramén y
Cajal-IRYCIS (Registro Nacional de Biobancos B.0000678), integrado en la
Plataforma de Biobancos y Biomodelos del Instituto de Salud Carlos Il
(PT20/00045), ambos Biobancos integrados en la Red Nacional de Biobancos
Espafoles, siguiendo los procedimientos de operacion estandar con la
aprobacion de los comités cientificos y éticos. Cabe destacar, que las muestras
proporcionadas para la realizacion de estos experimentos son muestras
sobrantes de otros proyectos de investigacion que fueron incorporadas a la
colecciéon de muestras de los Biobancos. La informacion disponible de cada

muestra se recoge en la tabla 3.1.
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Biobanco Cédigo Edad | Clasificacién |Volumen Diagndstico
anatomopatolégico
La Fe 207035 61 Sano 3mL
La Fe CMAMA14_2013| 63 |ER*/PR*/HER2"| 1mL
La Fe CMAMA15_2013| 62 |ER*/PR*/HER2"| 1mL
La Fe CMAMA1_2013| 65 TN 1mL
La Fe CMAMAS8_2013| 65 TN 1mL
La Fe CMAMAA43_2013| 70 TN 1mL
La Fe CMAMAS4_2014| 48 TN 1mL
Ramoény 28041389 49 Sano 500 pL No portadora de la
Cajal mutacidén familiar BRCA1
Ramoény AAA0027786 70 Sano 500 pL No portadora de la
Cajal mutacidn familiar BRCA2
Ramoény AAA0021149 64 Sano 500 pL No portadora de la
Cajal mutacién familiar BRCA2
Ramoény AAA1351273 54 Sano 500 pL No portadora de la
Cajal mutacién familiar BRCA1
Ramoény AAA2622843 74 |ER*/PR*/HER2°| 500 uL |Mama derecha: carcinoma
Cajal ductal infiltrante (grado I)
de 1,4 cm de diametro.
Ganglios linfaticos
negativos para metastasis
(OSNA < 250 copias)
Ramoény AAA3182426 72 |ER*/PR*/HER27| 500 uL |Mama derecha: carcinoma
Cajal ductal infiltrante (grado I)
de 1,2 cm de didmetro. Piel
y pezon sin lesiones.
Ganglio centinela negativo
para metastasis (OSNA <
250 copias)
Ramoény AAA1116133 72 TN 500 pL Mama izquierda:
Cajal carcinoma ductal infiltrante

(grado Ill) de 1,8 cm de
didmetro. Dos ganglios
linfaticos centinelas
axilares izquierdos
negativos para metastasis
(OSNA < 250 copias)

Tabla 3.1. Informacion de las muestras cedidas utilizadas en esta tesis doctoral.
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3.6.4. Preparacion de células y analisis por Western Blot

En un primer momento los pellets celulares que se encontraban
congelados a - 80°C fueron lisados en tampédn de lisis RIPA (25 mM Tris-HCI pH
7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS)
(ThermoFisher Scientific) para liberar las proteinas intracelulares. Junto con la
rotura de las células, se liberan al medio enzimas proteasas que pueden
degradar la proteina de interés, para evitarlo se afiadid inhibidores de
proteasas e inhibidores de fosfatasas (ThermoFisher Scientific). A
continuacién, las muestras se incubaron durante 30 minutos en hielo y
finalmente los pellets fueron centrifugados durante 20 minutos a 4°Cy 14.000
rpm. El sobrenadante fue almacenado en hielo hasta su uso para evitar la

degradacion de las proteinas.

Tras la lisis de las muestras, se llevd a cabo la cuantificacion de proteinas
utilizando el método de Bradford y usando albimina sérica bovina (BSA) para
establecer una recta patrén y poder estimar por interpolacién la
concentracién proteica de las muestras. La medida se llevé a cabo en un
BioEspectrofotdmetro de Eppendorf (Alemania) a una longitud de onda de
595 nm.

El western blot es una técnica ampliamente utilizada para el estudio de
proteinas. Descrita por primera vez en 1979 por Harry Towbin et al >> permite
la identificacién de una proteina de interés en una muestra determinada
mediante la utilizacién de un anticuerpo primario que reconoce un epitopo de
la proteina. Con el western blot podemos estimar el tamafio de la proteina,
confirmar la presencia de modificaciones postraduccionales, como, por
ejemplo, la fosforilacion y comparar cuantitativamente los niveles de

%, La electroforesis en geles de

proteinas entre diferentes muestras
poliacrilamida (PAGE) es la técnica analitica empleada para separar proteinas
en funcién de su peso molecular. Por un lado, la mezcla de acrilamida/bis-
acrilamida forma una especie de red compleja en polimerizar, a través de la
cual migran las proteinas cuando se les aplica un campo eléctrico, por otro
lado, la presencia del detergente Dodecilsulfato Sédico (SDS), un detergente

anfipatico que desnaturaliza las proteinas, les confiere una densidad de carga
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global negativa, permitiendo asi separar a las proteinas en funcién de su peso

molecular.

Para ello, previamente las muestras fueron calentadas durante 5 minutos
a 95°C con tampdn de carga Laemmli (277.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, 44.4% (v/v)
glicerol, 4.4% LDS, 0.02% azul de bromofenol) (Bio-Rad, Espafia). Se cargaron
entre 10 — 50 pg de proteina de cada muestra y se corrieron usando geles de
poliacrilamida del 4 — 20% de Bio-Rad durante 1 hora a un voltaje constante
de 150 V en tampon de electroforesis 1X (100 mL de Tris/Glicina/SDS 10X de
Bio — Rad en 900 mL de agua destilada). Las proteinas fueron transferidas a
unas membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 1 hora a 100 V utilizando
Criterion Blotter de Bio-Rad. Para la cual se usé tampdn de transferencia 1X
(100 mL de Tris/Glicina 10X de Bio — Rad en 700 mL de agua destilada y 20%

de metanol).

Acabada la transferencia, las membranas fueron bloqueadas durante 1
hora a temperatura ambiente y en agitacién constante en tampdn de bloqueo
TBS-T (leche en polvo al 5% diluida en tampdn tris salino (TBS) de Bio-Rad +
0.1% Tween® 20) y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario
diluido en BSA al 5% diluida en tampodn tris salino (TBS) de Bio-Rad + 0.1%
Tween® 20 durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios usados para
el western blot fueron los mismos que se usaron como anticuerpos de captura
y anticuerpos de deteccidn en el inmunoensayo de las micropalancas (en la
tabla 3.2 se detallan las especificaciones de los anticuerpos primarios). Tras la
incubacién con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas con TBS
—Tween® 20 al 0.1% por 3 veces 10 minutos cada lavado y, seguidamente, se
incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario correspondiente. Los anticuerpos secundarios
conjugados con fosfatasa alcalina (AP) se utilizaron segun las instrucciones del

fabricante. La tabla 3.3 refleja los anticuerpos secundarios usados.

Finalmente, la deteccion de las proteinas se llevd a cabo usando el kit
Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad) siguiendo las
instrucciones del fabricante y la imagen se digitalizo con el equipo Gel DocTM
EZ System de Bio-Rad.
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Anticuerpos Casa comercial Referencia | Dilucion Descripcion
primarios
Anti-pSer473 Enzo Life Sciences 11E6 1:1000 Monoclonal
de ratén
Anti-AKT Enzo Life Sciences 5C10 1:1000 Monoclonal
de ratén
Anti-RAS G13D | Creative Diagnostic CABT- 1:1000 Policlonal de
L410R conejo
Anti-KRAS Abcam 180772 1:1000 Policlonal de
conejo
Anti-B-Actina Sigma-Aldrich A5441 1:1000 Monoclonal
de ratén

Tabla 3.2. Relacién de los anticuerpos primarios empleados para Western Blot.

Anticuerpos secundarios Casa comercial Referencia
Goat Anti — Mouse 1gG — AP Bio-Rad 1706520
Goat Anti — Rabbit IgG — AP Bio-Rad 1706518

Tabla 3.3. Relacidn de anticuerpos secundarios para Western Blot.

3.6.5. Anticuerpos de captura y anticuerpos de deteccién

usados

Tras la activacion de la superficie de las micropalancas, se inmovilizé el
anticuerpo de captura sobre las mismas y se conjugd el anticuerpo de
deteccion con las nanoparticulas de oro (ver capitulo 2, apartado “2.5.
Inmovilizacién del anticuerpo de captura sobre la superficie de silicio” y
apartado “2.7. Conjugacidn del anticuerpo de deteccion a la nanoparticula de
oro”). En la siguiente tabla se muestran los anticuerpos de captura y de

deteccion usados en este capitulo:
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Anticuerpo de captura Anticuerpo de deteccion

pSer473 (pSera73) AKT anticuerpo monoclonal AKT anticuerpo monoclonal

(Enzo Life Sciences, 11E6) (Enzo Life Sciences, 5C10)
G13D Anti-RAS policlonal (mutacién G13D) Anticuerpo Anti-KRAS
(Creative Diagnostic, CABT-L410R) (Abcam, 180772)

Tabla 3.4. Anticuerpos de captura y anticuerpos de deteccion usados.

Para AKT, el anticuerpo de captura reconoce el aminoacido fosforilado
serina en posicidon 473 presente en la regidon C — terminal hidrofdbica de la
proteina AKT y el anticuerpo de deteccidén reconoce la regiéon C — terminal
(aminoacidos 466 — 480). Mientras que para G13D, el anticuerpo de captura
reconoce la proteina G13D vy el anticuerpo de deteccidon Anti-KRAS reconoce
la secuencia de KRAS comprendida entre los aminodcidos 30 — 189.

3.6.6. Inmunoensayo

Dependiendo de la muestra a utilizar, se siguié diferentes procesos en el

tratado de la muestra, previo al inmunoensayo.

En el caso de los cultivos celulares, tras su lisis, el lisado fue transferido a
unas columnas de centrifugacion de 2 mL las cuales fueron centrifugadas
durante 25 minutos a 4°C y 3.000 rcf, obteniendo un volumen final de entre
15— 70 pL. En los lisados para detectar p-AKT (Serd73) se utilizaron columnas
de 50 KDa y para G13D columnas de 10 KDa (UFC205024 y UFC201024, Fisher
Scientific) respectivamente. Finalizada la centrifugacion, el tubo de filtrado fue
invertido y se centrifugé durante 2 minutos a 4°C y 1.000 rcf para obtener el

concentrado, afadiendo 1 mL de PBS y almacenandose a 4°C hasta su uso.

Para las muestras de suero de pacientes, el protocolo de lisado fue igual al
descrito para las células. Una vez lisadas las muestras, el filtrado fue
transferido a columnas de centrifugacion de 2 mL de 100 KDa (UCF210024,
Fisher Scientific) y se centrifugd durante 45 minutos a 4°Cy 3.000 rcf. Debido
a que el volumen obtenido era pequefio (15 — 70 pL), este fue resuspendido

en 1 mL de PBS para ser utilizado posteriormente, el cual se dividié en 500 pL
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que fueron utilizados para la deteccién de p-AKT (Ser473) y 500 pL para la
deteccion de la mutacién G13D en KRAS.

A continuacion, el arrays de micropalancas previamente biofuncionalizadas
fue incubado en 1 mL de lisado celular o muestra de suero durante 1 hora a
37°C bajo agitacion. Terminada la hora, las micropalancas fueron lavadas con
MES 10 mM (pH 5.5) al 0.5% de Tween® 20 durante 15 minutos a 25°C bajo
agitacién (este paso se repitid una vez mas), lavandose con agua Milli Q y
secadas bajo un flujo de nitrégeno seco. En este momento, se midid la
frecuencia de resonancia mediante la técnica “beam deflection” descrita en la

introduccion.

El inmunoensayo se llevd a cabo sumergiendo las micropalancas durante 1
hora a 37°C bajo agitacién en 1 mL de solucidn de nanoparticulas de oro 10
ug/mL, funcionalizadas con el anticuerpo de deteccidén y preparada en MES 10
mM (pH 5.5) al 0.1% de Tween® 20. Finalmente, las micropalancas fueron
incubadas en 4 mL de MES 10 mM (pH 5.5) al 0.5% de Tween® 20 durante 4
horas a 25°C bajo agitacién, lavadas con agua Milli Q y secadas bajo un flujo
de nitrégeno seco. Las micropalancas fueron fotografiadas midiendo también

su frecuencia de resonancia al finalizar el inmunoensayo.

3.7. Resultados y discusion

3.7.1. Métodos de transduccion nanomecanica Yy

optoplasménica

Como se ha descrito previamente, las matrices de ocho micropalancasy las
nanoparticulas de oro de 100 nm fueron biofuncionalizadas con anticuerpos
de captura y anticuerpos de deteccidn, respectivamente. Las nanoparticulas
de oro actuan como masa y etiqueta plasmdnica, ambas caracteristicas son
detectadas a través de las micropalancas de silicio que hacen la funcién de
resonador mecanico “pesando” la masa de las nanoparticulas de oro

capturadas y gracias a la cavidad dptica, que mejora la sefial plasménica de las
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nanoparticulas. Cada condicidn se llevd a cabo al menos con 4 arrays de ocho

micropalancas cada array.

El primer método de transduccién empleado es el nanomecanico, en el que
las medidas de la frecuencia de resonancia se llevaron a cabo Unicamente en
las matrices de ocho micropalancas. En la transduccién nanomecanica, se
mide la vibracién de las micropalancas mediante la técnica “beam deflection”
5758 descrita en la introduccidn (capitulo 1, apartado “1.1.1.2. Sistemas de
lectura empleados en los sensores nanomecdnicos”). La técnica de lectura
combina el método “beam deflection” con el escaneo 2D automatizado del
Iaser sobre el extremo libre de la micropalanca. Se utilizé un laser de diodo
verde con una potencia £ 10 mW (Schéafter+Kirchhoff GmbH, 520 nm), siendo
el tamano del spot del laser de = 1 um y un actuador mavil para el escaneo
(Physik Instrumente GmbH& Co.) (figura 3.8.).

resonancia. a) laser de diodo, b) fotodetector, c) dispositivo piezoeléctrico y d) arrays
de ocho micropalancas.

La frecuencia de resonancia perteneciente a los cuatro primeros modos de
vibracién de las micropalancas fue medida en aire antes y después de la
deteccion con las nanoparticulas de oro conjugadas con el anticuerpo de

deteccion. Asumiendo que la distribucidn de masa afiadida sobre la superficie
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de la micropalanca es uniforme, la variacién relativa de la frecuencia de
resonancia viene dada por la ecuacién *°:
% = _lA_m (3.1)
fn 2 m
donde f;, es la frecuencia de resonancia del enésimo modo de vibracién en
aire después de la captura del biomarcador, Af, es el cambio de la frecuencia
de resonancia después del inmunoensayo, m es la masa de la micropalanca y
Am es el incremento de la masa de la micropalanca debido a los pasos del
inmunoensayo. Las medidas tardan menos de 10 minutos con el fin de
mantener la actividad bioldgica de las proteinas en la superficie de las
micropalancas. Los datos obtenidos fueron procesados por un software

desarrollado en Wolfram Mathematica®.

En la figura 3.9 se muestra un ejemplo de las curvas de las frecuencias de
resonancia de los cuatro primeros modos de vibracion, antes y después de la
realizacion del inmunoensayo usando FBS y la linea celular MCF-7 a una
concentraciéon de 10° células/mL para la deteccidon de p-AKT (Serd73). Se
observa como en el caso de la linea celular MCF-7 10° células/mL (figura 3.9b)
las frecuencias de resonancia disminuyen debido a la masa afiadida sobre la
micropalanca como consecuencia de la deteccién de p-AKT (Ser473) por parte
de los anticuerpos de deteccién anclados a las nanoparticulas de oro. Sin
embargo, para el FBS (figura 3.9a) el cambio es minimo y las frecuencias se
mantienen. Las lineas celulares MCF-10A y MDA-MB-231 presentan cambios
en la frecuencia de resonancia de alrededor - 0.32 £ 0.17 % y - 0.64 + 0.36 %,
respectivamente, mientras que en el caso de la linea celular MCF-7 el cambio
sereduce a-0.87 +0.14 %. La sefial de fondo observada para MCF-10A y MDA-
MB-231 proviene de contaminantes, interacciones no especificas con otras
proteinas presentes en el lisado celular y de reaccién cruzada anticuerpo-

anticuerpo del inmunoensayo.
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Figura 3.9. Curvas de las frecuencias de resonancia de los cuatro primeros modos de
vibracion antes y después de la incubacién con las nanoparticulas de oro para la
deteccion de p-AKT (Ser473). a) inmunoensayo control negativo con FBS y en b)
inmunoensayo de deteccién con la linea celular MCF-7 10° células/mL. Se observa
como la frecuencia de resonancia disminuye debido a la masa afiadida sobre la
superficie de las micropalancas.

El segundo mecanismo de transduccién es el optoplasménico ® explicado
en la introduccion (ver capitulo 1 apartado “1.1.2.2. Sensores Opticos
etiquetados: sensor optoplasmodnico”). Aunque usando este método
alcanzamos una elevada sensibilidad, el rango dinamico es muy limitado y no
somos capaces de cuantificar o diferenciar cantidad de biomarcador. Ademas,
la amplificacién de la sefial plasmdnica debido al modo super hibrido cavidad-
plasmén generado depende en gran parte del grosor de las micropalancas, y
una pequefia diferencia en este parametro afecta gravemente al rendimiento
del nanosensor. Para superar estas limitaciones, hicimos uso de Ila
amplificacion localizada que se generada en las nanoparticulas metalicas

cuando se depositan sobre un material dieléctrico !, para discriminar con alta
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precisidn las nanoparticulas de oro en el soporte de la micropalanca (figura
3.10).

a) MCF-7 10° céls/mL, p-AKT (Ser473) || b) MDA-MB-231 10° céls/mL, G13D

&

Soporte
Soporte

Micropalanca
Micropalanca

Figura 3.10. Imagenes de campo oscuro de las micropalancas y el soporte. a)
imnunoensayo referente a la deteccidn de p-AKT (Ser473) en la linea celular MCF-7
10° células/mL y b) inmunoensayo para la deteccidon de la mutacién G13D en la linea
celular MDA-MB-231 10° células/mL. Haciendo uso del soporte podemos distinguir de
manera mas facil la densidad de nanoparticulas de oro que utilizando las
micropalancas.

Finalizado el inmunoensayo, la sefial dispersada por las nanoparticulas de
oro en el soporte de la micropalanca fue medida usando un microscopio
éptico (Nikon Eclipse, Japdn) de campo oscuro. Este estd equipado con una
camara de color Peltier-cooled CCD (DSRi, Nikon-Japén) conectado al
ordenador a través de un controlador (DS-U3, Nikon-Japdn) y con un objetivo
50X (N.A. 0.8, LU Plan Flour, Nikon- Japdn). Las imagenes tomadas con el
microscopio fueron procesadas con un software desarrollado en Wolfram

Mathematica®. El programa cuantifica dpticamente la intensidad de la luz roja
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dispersada en cada imagen, pudiendo ser correlacionada la intensidad del

color con una mayor o menor cantidad de biomarcador.

Figura 3.11. Microscopio dptico usado para la realizacion de las imagenes de campo
oscuro de los soportes de las micropalancas. a) cdmara de color, b) fuente de
iluminacidn, c) objetivo 50X y d) posicionadores.

Debido al pequefio valor del coeficiente de extincion (k) del SiO, ©*, el fondo
de reflectividad de la superficie del soporte de la micropalanca es bajo,
permitiendo de manera mas facil discriminar y aislar la sefial de dispersion
provocada por las nanoparticulas de oro presentes en la superficie (figura
3.10).

La sensibilidad analitica alcanzada con este nuevo método de medida de la

sefial optoplasmodnica no se vio comprometido cuando es comparado con el
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método usando la cavidad dptica de la micropalanca . Ademds, usando el
soporte de la micropalanca como nuevo método para la medida
optoplasmdnica nos aseguramos que cada muestra sea medida mediante
alguno de los dos métodos de transduccién empleados, ya que la fragilidad y
el dificil manejo de las micropalancas debido a su pequefio tamafio hace que
puedan romperse facilmente en cualquier punto del inmunoensayo. Haciendo
que esta tecnologia sea mas robusta para el analisis de muestras reales en

ensayos clinicos.

3.7.2. Desarrollo y validacion del nanosensor usando lineas

celulares de cancer de mama

Un aspecto clave en el desarrollo del biosensor nanomecdnico vy
optoplasmodnico es el uso de anticuerpos. La eleccién de una pareja adecuada
de anticuerpos es crucial para evitar reaccion cruzada, la cual surge
principalmente de la unién no especifica entre los anticuerpos de captura,
anticuerpos de deteccién y proteinas, contribuyendo a un incremento del
ruido de fondo, disminuye el limite de deteccién y en el peor de los casos,
puede generar resultados falsos positivos 6263,

Para ello, se realizd6 un western blot con los anticuerpos usados (figura
3.12). El anticuerpo de captura que reconoce la fosforilacién de la Ser473 de
AKT se uso en las lineas celulares MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231 (figura
3.12a) y el anticuerpo de captura que reconoce la mutacidn G13D en KRAS se
uso en la linea celular MDA-MB-231 (figura 3.12c) ya que es la Unica linea de
este estudio que presenta dicha mutacién . Como se observa en la figura
3.12a, en MCF-7 10° células/mL, el anticuerpo de captura usado detecta p-AKT
(Ser473), en cambio, en la linea celular MCF-10A 10° células/mL no se observa
ninguna banda. En la linea celular MDA-MB-231 10° células/mL, se distingue
una banda muy tenue. Para concentraciones de 10° células/mL y 10*
células/mL la fosforilacidn de la serina 473 no se observa para ninguna linea
celular. La mutaciéon G13D en KRAS se observa en la linea celular MDA-MB-231

para una concentracidn de 10° células/mL, pero no para concentraciones de
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10° células/mL y 10* células/mL (figura 3.12c). Los anticuerpos de deteccién
también fueron usados en western blot. En la figura 3.12b se observa una
banda referente a AKT para 10° células/mL y 10° células/mL en las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231. Mientras que para el anticuerpo KRAS, se
observa en 10° células/mL, tanto para MCF-7 como para MDA-MB-231, no

observandose para densidades inferiores (figura 3.12d).
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Figura 3.12. Imagen representativa de los western blot realizados en las lineas
celulares. Las células fueron cultivadas y posteriormente se llevaron a cabo los
western blot para observar la presencia o ausencia de p-AKT (Ser473) y G13D en los
lisados celulares con los diferentes anticuerpos de captura usados en el inmunoensayo
(a) para la captura de p-AKT (Ser473), (c) para la captura de la mutacién G13D y con
los anticuerpos de deteccién (b) para la deteccion de AKT y (d) para la deteccion de
KRAS.
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Ya que nuestro objetivo es detectar proteinas que estén por debajo del
limite de deteccidon de las tecnologias en protedmica que existen en la
actualidad, por esta razdn, en los experimentos mostrados a continuacion con
el biosensor nanomecdanico y optoplasmdnico usamos concentraciones por
debajo de 10° células/mL, en concreto usamos 10° células/mL y 10*

células/mL.

La sefal nanomecanica y la sefial optoplasmdnica de las diferentes
densidades en las lineas celulares usadas se observa en las figuras 3.13 y 3.14,
respectivamente. Los resultados presentados engloban un total de 432

micropalancas funcionalizadas.

Usando el mecanismo de transduccién nanomecanica (figura 3.13), se
puede observar un mayor incremento en la expresion de p-AKT (Ser473) en la
linea celular MCF-7 a una densidad de 10° células/mL en comparacion con las
lineas celulares MCF-10A y MDA-MB-231. En cambio, para la mutacion G13D
en KRAS, desafortunadamente, el incremento en la expresion en la linea
celular MDA-MB-231 que cabria esperar no se observa en ninguna de las
densidades estudiadas cuando se mide la frecuencia de resonancia en las

micropalancas.

Aunque los cambios relativos de frecuencia de resonancia se deben
probablemente a la masa afadida de nanoparticulas sobre la superficie de las
micropalancas, la existencia de mecanismos no lineales inducidos por la
tensién de las micropalancas, podrian afectar a la frecuencia de resonancia y,
por ende, disminuir la sensibilidad de la masa afadida. Ademas, la masa
afiadida debido a adsorciones no especificas y a los posibles contaminantes
provocan un ruido de fondo que conlleva a limitar la sensibilidad y
especificidad del bionanosensor. Todas estas caracteristicas dificultan la
deteccion de p-AKT (Serd73) o la mutacion G13D en las lineas celulares MCF-
7 y MDA-MB-231 cuando hacemos uso del método de transduccidn
nanomecanico. Sin embargo, con el uso del método de transduccidon
optoplasmodnico, gracias a la toma de imdagenes, la sefial que proviene de la
contaminacidon es filtrada de manera eficaz por el uso de mascaras

desarrolladas en el software usado. La mejora en la sensibilidad y especificidad
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del método de transducciéon optoplasmdnico es atribuido a la elevada

especificidad del uso de las nanoparticulas de oro.
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Figura 3.13. Representacion grafica de la sefal obtenida mediante el método de
transduccién nanomecanica.

En los resultados obtenidos usando el mecanismo de transduccidn
optoplasmonico (figura 3.14), se observa un ligero incremento en la expresién
de p-AKT (Ser473) en la linea celular MCF-7 para 10* células/mL y 10°
células/mL, en comparacidn con el resto de lineas celulares. En cambio, en el
caso de la mutacién G13D en KRAS se puede observar claramente en la linea
celular MDA-MB-231 en 10° células/mL en comparacién con la expresién

obtenida en las lineas celulares MCF-10A y MCF-7 para dicha mutacion.
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En las figuras 3.15 y 3.16, correspondientes a la deteccién de p-AKT
(Serd73) y la mutacion G13D, respectivamente, se observan las imagenes en
campo oscuro del soporte de las micropalancas usando las lineas celulares a
diferentes densidades tras la deteccién de las proteinas por parte del

anticuerpo de deteccion.
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Figura 3.14. Representacion grafica de la sefal obtenida mediante el método de
transduccion optoplasmonica.
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Figura 3.16. Imagenes opticas en campo oscuro de los soportes de las micropalancas
después de finalizar el inmunoensayo en la deteccion de la mutacion G13D.
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Para descartar sefales de bioreconocimiento por interacciones no
especificas que pudiesen afectar al limite de deteccidn del bionanosensor o
que pudiesen generar resultados falsos positivos, se realizaron dos tipos de

inmunoensayos con controles negativos.

En el primer caso se utilizd FBS en sustitucion al lisado celular de MCF-10A
como muestra control para los arrays funcionalizados con los anticuerpos de
captura para la fosforilacion de la Ser473 o la mutacion G13D. En el FBS
podemos encontrar proteinas, lipidos, carbohidratos y enzimas, entre otros,
en cambio, en un lisado celular podemos encontrar restos intracelulares como
ADN, ARN, proteinas y otros organulos pertenecientes a las células;
presentando componentes diferentes en el FBS y el lisado celular. El uso del
FBS como muestra nos podria aportar informacion de la existencia de posibles
interacciones inespecificas con otras proteinas presentes en la muestra en
nuestro inmunoensayo. El cambio en la frecuencia de resonancia es de 0.12 +
0.05 % y para la sefial de la luz dispersada (en unidades arbitrarias) de 0.07 +
0.02 (u.a.) para p-AKT (Ser473) y de - 0.16 + 0.11 % en la frecuencia de
resonancia y de 0.10 + 0.02 (u.a.) para G13D. Estos resultados indican la
existencia de interacciones con proteinas inespecificas presentes en el FBS, lo
que genera una sefial de fondo en el inmunoensayo para ambos métodos de

transduccion.

En segundo lugar, el anticuerpo de captura fue sustituido por un IgG anti-
Goat/Sheep (G2904, Sigma) el cual no reconoce la fosforilacién de la serina
473 de AKT ni la mutaciéon G13D en KRAS. Ademas, no reacciona con los
anticuerpos de deteccidn anclados a las nanoparticulas de oro, los cuales se
mantuvieron para dichos experimentos. Para estos experimentos, los arrays
fueron incubados en lisados celulares de la linea celular MCF-10A a 10*
células/mL y 10° células/mL. En este caso podemos observar un cambio de
frecuencia de 0.10 + 0.22 % y - 0.24 + 0.15 % para 10* células/mL y 10°
células/mL, respectivamente cuando usamos el anticuerpo de deteccién que
reconoce a p-AKT (Ser473) y de - 0.11 + 0.13 % y - 0.19 + 0.06 % para 10*
células/mL y 10° células/mL, respectivamente, con el uso del anticuerpo de
deteccion para la mutacién G13D. La respuesta obtenida en el método de
transduccion optoplasmaénico para la deteccidn de p-AKT (Ser473) es de 0.06
+ 0.01 (u.a.) para 10*células/mL y de 0.12 *+ 0.04 (u.a.) para 10° células/mL,
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mientras que para la mutacion G13D es de 0.05 + 0.01 (u.a.) para 10*
células/mL y de 0.10 + 0.02 (u.a.) para 10° células/mL. En este experimento
control, donde hicimos uso de un anticuerpo de captura que no reacciona con
los anticuerpos de deteccidn, la baja sefial obtenida en estos experimentos se
debe a las interacciones no especificas de los anticuerpos de deteccién con
otras biomoléculas presentes en los lisados celulares de MCF-10A de 10*

células/mLy 10°células/mL.

De cualquier modo, en ambos experimentos con controles negativos
observamos que la sefial que surge no enmascara a la sefial obtenida en
nuestro inmunoensayo para la deteccidon de p-AKT (Ser473) y la mutacion
G13D en KRAS.

La linea celular MCF-7 presenta una mutacidon en PIK3CA-E545K 5485
presentando altos niveles de fosforilacion de AKT en la Thr308 y en la Ser473,
en cambio, en las lineas celulares de cancer de mama que son wild-type, como
es el caso de la linea celular MDA-MB-231, los niveles de fosforilacion de AKT

son bajos .

En el método optoplasmdnico, en el caso de 10*células/mL, para la linea
celular MCF-10A se observa una mayor sefal en la deteccion de p-AKT
(Serd473) que para la linea celular MDA-MB-231 (figura 3.14). Esto podria
deberse a una mayor interaccidn inespecifica de proteinas presentes en el
lisado celular de MCF-10A o debido a que la expresion de p-AKT (Serd73) en la
linea celular MDA-MB-231 fuese menor que en la linea celular MCF-10A, para
la cual se han notificado niveles bajos de fosforilacién de la Ser473 de AKT ¢,
Sin embargo, para densidades de 10° células/mL en las lineas celulares MCF-
10A y MDA-MB-231 no se observan diferencias en la expresion de p-AKT
(Ser473), como consecuencia de la cantidad de proteinas presentes en dichos
lisados celulares que podrian reaccionar de forma cruzada con los anticuerpos
de deteccidn anclados en las nanoparticulas de oro, originando un fondo mas
ruidoso en la deteccién. No obstante, a pesar del fondo generado para estas
dos lineas, es posible distinguir una expresion mas elevada de p-AKT (Ser4d73)

en la linea celular MCF-7.

La linea celular MDA-MB-231 presenta la mutacién G13D #9-°1, En la figura

3.14, se observa la deteccion de la mutacién G13D en la linea celular MDA-
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MB-231 a 10° células/mL, al usar el método de transduccidén optoplasmdnico
como método de deteccion. En cambio, la sefial obtenida mediante la
transduccion optoplasmaénica es similar para las lineas celulares MCF-10A y
MCF-7 ya que ambas lineas no portan la mutacién G13D y como consecuencia
se espera que presenten respuestas comparables en la sefial optoplasmonica;
siendo de 0.11 + 0.03 (u.a.) y 0.07 £ 0.05 (u.a.) para MCF-10A y MCF-7,
respectivamente, en el caso de 10* células/mLy de 0.27 + 0.04 y 0.23 + 0.10
para MCF-10A y MCF-7, respectivamente, en el caso de 10° células/mL. La
sefal originada en MCF-10A y MCF-7 podria ser debido a interacciones no
especificas con otras proteinas presentes en los lisados de ambas lineas y a la
reaccion cruzada entre los anticuerpos de captura y los anticuerpos de
deteccidn, ya que la sefial obtenida en estos casos es mayor en comparacién
con la sefal obtenida para los experimentos controles negativos donde el
anticuerpo de captura fue sustituido y no reconoce la mutacién G13D ni
reacciona con los anticuerpos de deteccion anclados a las nanoparticulas de

oro.

3.7.3. Empleo del biosensor optoplasmédnico utilizando

muestras de suero de pacientes con cancer de mama

Tras finalizar los experimentos de desarrollo y validacidn del sensor para la
deteccion de p-AKT (Serd473) y la mutacion G13D en KRAS usando lineas
celulares de cancer de mama, el bionanosensor fue usado por primera vez
para testar la tecnologia desarrollada previamente con muestras de suero de

pacientes con cancer de mama.

Debido a que el método de transduccién nanomecanica no obtuvo ninguna
mejora significativa ni relevancia en la deteccién de p-AKT (Ser473) o en la
mutacion G13D en las lineas celulares, las muestras de suero de pacientes con
cancer de mama solo fueron testadas usando el método de transduccion

optoplasmodnico.

En la figura 3.17 se observa el inmunoensayo para la deteccidon de p-AKT

(Serd73), donde se percibe una clara tendencia al alza en las muestras
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hormonas positivas (HR+) de pacientes. Estos resultados estdn en acuerdo con
los resultados obtenidos con las lineas celulares, donde la linea celular MCF-7,
una linea hormono positiva (ER+/PR+/HER2-) con la mutacion E545K en el gen
PIK3CA, expresa mas p-AKT (Ser473) que el resto de lineas celulares
estudiadas. En los canceres de mama hormono positivos, la via PI3K es una de
las vias mas alteradas, relaciondandose con mutaciones en PIK3CA, pérdida en
la funcidn de PTEN o la fosforilacién de proteinas %, Investigaciones previas
70-72 hasadas en el estudio de lineas celulares de cancer de mama y tumores
mamarios, han demostrado que la existencia de mutaciones en PIK3CA es
mayor en canceres de mama hormono positivos (42% - 31%) frente a las
encontradas en canceres de mama triple negativos (8.3% - 16%). Una
tendencia similar se puede observar en los resultados aqui obtenidos (figura
3.17) usando el biosensor optoplasmoénico, donde p-AKT (Ser473) fue
detectada en las muestras hormono positivas. El ruido de senal obtenido en
las muestras sanas para la deteccion de p-AKT (Ser473) podria estar asociado
a interacciones inespecificas o a que la alteracién de la via PI3K/AKT esta
alterada en otras enfermedades como son la diabetes, enfermedades
cardiovasculares y neurolégicas, pero la informacién recibida de las muestras

sanas no descarta otra patologia que no sea cancer de mama.
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Figura 3.17. Grafica de la deteccidon de p-AKT (Ser473) y G13D en muestras de
pacientes con cancer de mama empleando el método de transduccion
optoplasmoénico.

En la figura 3.18 podemos observar imdagenes representativas en campo
oscuro de los soportes de las micropalancas para la deteccion de p-AKT
(Ser473) y la mutacidon G13D en muestras reales de pacientes con cancer de
mama. Se observa como en el caso de la muestra hormonal CMAMA15 2013
la sefal obtenida para la deteccién de la p-AKT (Ser473) (0.08286 u.a.) es mas
elevada que para G13D (0.05217 u.a.). En cambio, en la muestra triple
negativa CMAMAS8 2013 la sefial es mayor para la deteccion de G13D
(0.08655 u.a.). En el caso de la muestra sana 207035, la sefial de la deteccion

obtenida es similar tanto para p-AKT (Ser473) como para G13D.
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Figura 3.18. Imagenes opticas en campo oscuro de los soportes de las micropalancas
después de finalizar el inmunoensayo en la deteccion de p-AKT (Ser473) y la
mutacion G13D en la muestras de suero sanas, hormonales y triples negativas.

Hasta el momento, los Unicos ensayos clinicos con evaluacidn positiva
frente a pacientes con cancer de mama hormono positivos han sido BOLERO-
2 (en 2012) y SOLAR-1 (en 2019), los cuales hacen uso de los farmacos
Everolimus y Alpelisib, respectivamente. Ademas de estos inhibidores, existen
otros muchos que son prometedores en el uso de esta via, sin embargo, su
desarrollo se encuentra limitado debido a la toxicidad que generan;
principalmente cutdnea (erupciones), digestiva (diarrea) y endocrina
(diabetes) 2. Por otro lado, el analisis por inmunohistoquimica (IHQ) de p-AKT
es ampliamente utilizado, sin embargo, la fijacién de proteinas fosforiladas en
muestras de tejido es inestable 747%, Recientemente, la deteccidn de proteinas
fosforiladas se ha llevado a cabo en plasma en vesiculas extracelulares de
pacientes con cancer de mama '/, aunque demostrando su uso como posibles
biomarcadores, un cuello de botella surge de la necesidad de aislar una buena
cantidad de vesiculas extracelulares con alta reproducibilidad para su

aplicacion.

Cuando observamos la senal obtenida en las muestras triples negativas
para G13D muestra un patrén mucho mas disperso que el observado para las
muestras hormono positivas y sanas (figura 3.17). Alrededor del 19% de los
canceres presenta mutaciones en RAS, siendo minima la incidencia de este
tipo de mutaciones en cancer de mama a comparacion con otros tipos de
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canceres Este hecho podria explicar los resultados obtenidos en la
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deteccion de G13D para las muestras triples negativas, donde se observa un
solapamiento con las muestras hormono positivas pudiendo estar relacionado
con una baja tasa de mutacion en KRAS en las muestras de cancer de mama.
A pesar de ello, la tendencia observada en las muestras triple negativas
sugiere que mutaciones en KRAS son mas comunes en cdnceres triples
negativos que en los hormono positivos. Algunos estudios sugieren que
mutaciones en PIK3CA estan asociadas a mutaciones en KRAS 7°#, hecho que
podria explicar la respuesta de la sefial obtenida en las muestras hormono

positivas en comparacién con las muestras de los pacientes sanos.

Entre las técnicas de deteccidon de KRAS se incluyen la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) que necesita de la extraccion de ADN mediante
métodos manuales o automatizados de muestras tumorales fijadas en formol
e incluidas en parafina &. Han sido varios los estudios que se han centrado en
la deteccién de mutaciones en KRAS; Gutiérrez et al., detectaron mutaciones
en KRAS en células tumorales circulantes de sangre periférica de pacientes con
cancer colorrectal metastdsico mediante PCR cuantitativa ¥, Miyano et al.,
consiguieron detectar mutaciones en KRAS con una sensibilidad del 61.5% tras
la purificacion de ADN en 3 mL de sangre periférica de pacientes con cancer
colorrectal 8. Todo ello debido a que la proteina RAS es considerada como un
objetivo claro para los tumores con mutaciones en RAS. La aprobacién de
Lumakras (en 2021) para el tratamiento de la mutacién G12C en KRAS para
pacientes con cancer de pulmdn de células no pequeiias (NSCLC, Non-Small
Cell Lung Carcinoma) 8 hace que éste sea el primer inhibidor aprobado por

parte de la FDA para mutaciones en KRAS.

El estado mutacional de KRAS ha demostrado que puede ser un indicativo
del éxito o no a la respuesta de la terapia del receptor del factor de
crecimiento anti-epidérmico (anti-EGFR) en pacientes con cancer colorrectal.
Los pacientes con mutaciones en KRAS en el exdn 2, no se benefician de la
terapia anti-EGFR o en combinacién con quimioterapia. Sin embargo, parece
observarse que existe una excepcién en pacientes con la mutacion G13D en

KRAS los cuales se benefician del Cetuximab 8>,
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La deteccidn de mutaciones en KRAS mediante métodos minimamente
invasivos y relativamente econémicos, como un analisis de sangre o una
biopsia liquida, indicarian al paciente cual es el tratamiento mas eficaz acorde

a su enfermedad pudiendo tener una vision clara del estado de la patologia.

Como en la informacién aportada por los Biobancos se desconocia si las
muestras de los pacientes presentaban p-AKT (Ser473) y/o la mutacion G13D,
se realizd un western blot con las muestras para ver si nos proporcionaba
alguna informacidn acerca de la existencia de p-AKT (Ser473) y/o G13D. Como
se puede observar en la figura 3.19 no se detectd la mutacién G13D en las
muestras de los pacientes sanos, sin embargo, se observa unas bandas débiles
para el caso de la deteccidon de p-AKT (Serd73) en dichas muestras. En la
mayoria de las muestras hormono positivas se aprecian bandas para p-AKT
(Serd73) y solo en dos muestras para G13D. En las muestras triples negativas
se muestra un patron de bandas para p-AKT (Ser473), pero para G13D las
bandas no se observan en todas las muestras triples negativas.
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Figura 3.19. Imagen representativa de los western blot realizados en las muestras
de pacientes. (a) muestras de pacientes sanos, (b) muestras hormonales y (c)
muestras de pacientes con cancer de mama triple negativo.
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3.8. Conclusiones

En este capitulo se ha mostrado la posibilidad de detectar y comparar
expresion de una Unica mutacién en la secuencia de aminodcidos de una
proteina, como es el caso de la mutacién G13D en KRAS, o detectar
modificaciones postraduccionales, como es la fosforilacidn en la serina 473 de
AKT, en lineas celulares de cancer de mama usando una tecnologia que
combina dos métodos de transduccién en el mismo inmunoensayo. La
tecnologia aqui desarrollada podria ser de facil empleo y utilidad para ayudar

a comprender la base molecular del cdncer de mama.

Asi mismo, los resultados obtenidos utilizando el bionanosensor
optoplasmdnico para la deteccion de diferentes expresiones de p-AKT
(Serd473) y G13D en muestras de pacientes con cancer de mama, demuestra
gue esta tecnologia es una herramienta poderosa para clasificar a pacientes
con cancer de mama utilizando una técnica no invasiva. Con el uso de una
Unica tecnologia optoplasmodnica capaz de detectar proteinas fosforiladas o
mutaciones en 500 pL de muestra de pacientes con cancer usando un
inmunoensayo que involucra Unicamente dos pasos de bioreconocimiento; se
da luz a la universalidad del bionanosensor potenciando su uso en aplicaciones
para el descubrimiento de proteinas circulantes en el torrente sanguineo y que
puedan usarse como biomarcadores de cancer para la deteccion y el

diagndstico del mismo en un futuro.
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Aplicacion de un nanosensor optoplasménico para la deteccion ultrasensible de
proteinas de SARS-CoV-2

En este capitulo se presenta el desarrollo de un sensor optoplasménico
mediante el uso de placas de silicio de 5 x 5 mm? de superficie. La utilizacién
de placas de silicio como sustitucién a los arrays de ocho micropalancas
utilizados en el capitulo 3 de esta tesis doctoral, se encuentra justificada como
una necesidad en la que la deteccion de proteinas en tiempos de pandemia
debe ser rapida, fiable y ultrasensible. Minimizando asi la posible pérdida de
datos como consecuencia de la rotura de las micropalancas en el proceso de
manipulacién y disminuyendo el tiempo de tratamiento de datos y obtencion

de los resultados.

4.1. SARS-CoV-2 y su origen

El 31 de diciembre de 2019, la Comisidén Municipal de Salud de Wuhan
(provincia de Hubei, China) informa de un conjunto de casos de neumonia
detectados en la ciudad de Wuhan por un nuevo coronavirus; SARS-CoV-2 que
causa el Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS, Severe Acute Respiratory

Syndrome)  (https://www.who.int/csr/don/05-january-2020-pneumonia-of-

unkown-cause-china/en/). Desde ese momento, la enfermedad (Covid-19)

provocada por este nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2, comenzé a extenderse
rapidamente por todo el mundo, declarandose el 30 de enero de 2020
emergencia de salud publica de importancia internacional (ESPII) por el
Comité de Emergencias de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) debido
a su rapida expansién 1. El 11 de marzo de 2020 la OMS determina en su
evaluacidn que la infeccidn por SARS-CoV-2 puede caracterizarse como una
pandemia debido a la propagacidn de la misma en otras regiones como Asia,
Europa, Norteamérica, Sudamérica, Africa y Oceania (OMS, 2020). Desde el
primer caso positivo en diciembre de 2019, la OMS ha reportado mas de 280
millones de casos confirmados incluyendo mas de 5.4 millones de muertes (a
28 diciembre 2021) (Panel de control de Covid-19, OMS,

https://covid19.who.int/), con un ritmo reproductivo basico (Ro) de 2.5 en la

cepa original hasta casi 7 para la variante Delta %3

Los coronavirus fueron descritos por primera vez en 1966 por Tyrell y

Bynoe, los cuales cultivaron virus de pacientes con resfriados comunes *. El
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término coronavirus hace referencia a su morfologia como viriones esféricos
con proyecciones en su superficie que se asemeja a una corona. Existen cuatro
subfamilias: alfa-, beta-, gamma- y deltacoronavirus. Mientras que la familias
alfa- y beta- son originadas aparentemente en mamiferos, en particular en
murciélagos, la gamma- y delta- son originadas en cerdos y aves. El SARS-CoV-
2 pertenece al género Betacoronavirus, de la subfamilia Coronavirinae y esta
estrechamente relacionado con el SARS (OMS, 2004) y el Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio (MERS, Middle East Respiratory Syndrome )
(OMS, 2013), originados en 2003 y 2012, con quienes comparte un 79% y un
50% de su genoma, respectivamente >°, siendo un 96% idéntico al genoma del
coronavirus del murciélago . Como consecuencia de ello sugieren a los

murciélagos como el principal reservorio natural de este virus &.

Hasta la fecha se han identificado siete coronavirus que afectan a humanos
(HCoV), los cuales pertenecen al género Alfacoronavirus y Betacoronavirus y
cuatros de ellos (HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 y HCoV-hkul) se
encuentran circulando libremente a nivel global contribuyendo a un tercio de

las infecciones por resfriado comuin en humanos aproximadamente °.

4.2. Estructura y genoma de SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus de &cido ribonucleico (ARN) de cadena larga
monocatenario que infecta a humanos, pero también a un amplio rango de

10

animales '°. Se trata de un virus esférico, envuelto con un didametro

1, El SARS-CoV-2 tiene cuatro proteinas

aproximado de 60 a 140 nm
estructurales entre las que se encuentran la proteina de superficie (S), la
proteina pequefia de la envoltura (E), la proteina de matriz (M) y la proteina
de la nucleocdpside (N) 2. Mientras que las proteinas E y M estdn asociadas a
la envoltura del virus, la proteina N se encuentra asociada al material genético
del mismo 3. En cambio, la proteina S es una glicoproteina de fusién que como
hemos dicho anteriormente se encuentra sobre la superficie del virus y es la
encargada de la unién a los receptores en la célula huésped, presentando una
gran importancia frente al desarrollo de fdrmacos y vacunas para el SARS-CoV-

21,
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Figura 4. 1. Representacion de SARS-CoV-2 y sus proteinas.

La proteina S es una glicoproteina de aproximadamente 140 kDa, la cual se
ensambla en homotrimeros *°. Contiene un dominio extracelular N- terminal,
un dominio transmembrana (TN) anclado a la membrana del virus y dominio
pequefio intracelular C- terminal . La longitud de la proteina S es de 1273
aminodcidos, compuesta por un péptido sefal (aminodcidos 1- 13) localizado
en el dominio N- terminal, la subunidad S1 (aminoacidos 14 - 685) y la
subunidad S2 (aminodacidos 686 - 1273) . Representando la proteina S una de
los targets mds importantes para el desarrollo de vacunas y la investigacion
terapéutica frente al SARS-CoV-2. Se estima que cada virion contiene

aproximadamente 40 trimeros 8,es decir, 120 por virién.

La proteina N cuenta con una longitud de 419 aminoacidos *° y un peso
molecular aproximado de 40 kDa . Contiene un dominio de unién al ARN,

que es el dominio N- terminal y un dominio C- terminal, ambos se encuentran
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unidos por un enlace que contiene un dominio rico en serina/ arginina 2%, Se
estima que cada virién presenta aproximadamente 1000 copias de proteina N
(medida para SARS-CoV-1) 22,

4.3. Ciclo de replicacion de SARS-CoV-2

Una vez que el virus interactua con la célula hospedadora, se produce un
reordenamiento estructural de la proteina S, permitiendo la fusion del virus
con la membrana de la célula del huésped 23. Las subunidades S1 y S2 son
responsables de la unién al receptory fusidén a la membrana, respectivamente.
En la subunidad S1 se encuentra el dominio de union al receptor (RBD,
Receptor-Binding Domain) que es el encargado de unirse al receptor de la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2, Angiotensin-Converting Enzyme
2) de la célula hospedadora. En cambio, la subunidad S2 es la responsable de
la fusidn viral y entrada del virus en la célula huésped 2*. Las proteinas S de
SARS-CoV y SARS-CoV-2 comparten un 76.5% de identidad en su secuencia de

2526 an cambio, a

aminodcidos, teniendo un alto grado de homologia
diferencia de SARS-CoV, la glicoproteina S de SARS-CoV-2 tiene uno de sus tres
RBD dotados hacia arriba en una conformacién accesible al receptor ACE2,
haciendo mas accesible la unidn del virus a la célula huésped. Ademas, a través
de un andlisis estructural 3D se observd que la proteina S de SARS-CoV-2
presenta una unién al menos 10 veces mds intensa al receptor ACE2 que la

proteina S de SAR-CoV %

Tras la infeccion, la proteina N que es una proteina estructural, se une al
ARN del virus entrando en el interior de la célula hospedadora para facilitar la
replicacién del mismo % aumentando los niveles de la proteina N en la etapa
inicial de la infeccidon 2%3°, El andlisis de la secuencia de la proteina N muestra
que tiene un 90.52% de identidad con la proteina N de SARS-CoV *°.

El receptor ACE2 se encuentra comuUnmente en el epitelio de las vias
respiratorias y neumocitos alveolares tipo 2, razén por la cual se explica las
principales manifestaciones clinicas a nivel pulmonar de este virus 1. Aunque

su expresion principal es pulmonar, el receptor ACE2 también se encuentra en

y

tejidos extrapulmonares tales como corazdn, higado, endotelio 3%33
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altamente expresado en la superficie luminal de las células epiteliales del
intestino 34, causa por la que podria haberse iniciado el primer contagio en
humanos al comer comida contaminada en el mercado de Wuhan 3.
Desafortunadamente, ningin mamifero vivo recolectado en el mercado ha
sido examinado para detectar virus relacionados con el SARS-CoV-2 3¢ no
estando claro si la iniciacién de los casos Covid-19 hospitalizados asociados

con este mercado fue realmente un reflejo del brote inicial *’.

4.4. Limitaciones de las técnicas actuales para el diagndstico
de SARS-CoV-2 y la necesidad del desarrollo de nuevas

tecnologias

Las técnicas empleadas en la actualidad para la deteccidn del virus, son las
conocidas como pruebas de amplificacién de acido nucleico (NAAT, Nucleic
Acid Amplification Tests) como es la RT-PCR (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) que se encargan de detectar el ARN del virus en
las muestras de los pacientes 3839, Estas pruebas son hoy en dia las més
sensibles para el diagndstico de infecciones virales y la medida de la carga
viral, con una excelente sensibilidad técnica, pero con una sensibilidad clinica
algo menor ¥, presentando dificultades para cumplir con los requisitos de
pruebas rdpidas y accesibles para la deteccién de un gran volumen de

muestras, como ocurre en una pandemia.

Desde que comenzd la pandemia han sido muchas las especulaciones
acerca de la sensibilidad de los test basados en RT-PCR, sugiriendo que podria
ser de un 59% “°. En el SARS-CoV-2, al igual que ocurre en otras enfermedades
virales infecciosas como es el VIH o la hepatitis C, existe un periodo

442 que hace referencia al tiempo

denominado “periodo ventana”
transcurrido entre la adquisicién de la infeccidn y la deteccién del virus por RT-
PCR. Durante este tiempo, las RT-PCR presentan un valor bajo de diagndstico
en los dias inmediatamente después de la exposicion al virus; por lo que un
resultado negativo de una RT-PCR no descartaria la infeccién por SARS-CoV-2.

En la figura 4.2 se muestra una grafica para la deteccién de SARS-CoV-2
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mediante pruebas de diagndstico en funcién del tiempo transcurrido tras la

exposicién al virus.

Antes de los sintomas

2 I
Deteccion poco || RT-PCR posiblemente positiva H RT-PCR posiblemente negativa |
probable I
| Deteccién de anticuerpos |
EXPOSICION
SARS-CoV-2 Aislamiento del ~ -%%° S:IIt---

virus en tracto .
respiratorio .

1/ RT-PCR con hisopo
nasofaringeo

Probabilidad de deteccién —Ib

T T T T T
| semana-2 semana-1 | semanal semana 2 semana 3 semana 4 semana 5 semana 6

Inicio de los sintomas

Figura 4.2. Variacion estimada a lo largo del tiempo en las pruebas de diagndstico
para la deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2 en relacion con el inicio de los
sintomas. Los intervalos de tiempo estimados y las tasas de deteccion viral se basan
en datos de varios informes publicados. Debido a la variabilidad en los valores entre
los estudios, los intervalos de tiempo estimados deben considerarse aproximaciones
y la probabilidad de deteccién de la infeccion por SARS-CoV-2 es presentada
cualitativamente. Modificado de Nandini et al., 2020 %3,

El desarrollo de RT-PCR depende de un gran nimero de factores, como
puede ser el tipo de muestra, el tiempo empleado en recolectar la muestra, la
calidad y cantidad de ARN viral presente en la muestra y las sondas y primers
disefados entre otros factores. En general, la eficacia analitica de RT-PCR y la
sensibilidad de diferentes tipos de sondas utilizadas en cuatro ensayos de
diagndstico comunes de SARS-CoV-2 muestran una gran similitud 4%,
indicando que los resultados de diferentes ensayos son comparables. Los
ensayos de diagndstico molecular presentan una sensibilidad del 100% en la
deteccion de SARS-CoV-2 a 100 copias de ARN viral/uL (500 copias por
reaccion), sin embargo, esta sensibilidad se ve reducida al 50 — 33% cuando el
ndmero de copias oscila entre 1 — 10 copias de ARN viral/pL (5 — 50 copias por
reaccién) %4, Asi mismo, una RT-PCR conlleva un porcentaje de falsos
positivos minimo, pero un riesgo mayor en la deteccion de resultados falsos

negativos. Todo esto se suma a la variabilidad de la carga viral presente en las
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personas; pudiendo presentar desde cargas virales muy altas considerandose
especialmente propagadores de la infeccidn, hasta aquellos individuos cuyas
cargas virales estan cerca o por debajo del limite de deteccién de muchos de

los ensayos de deteccién usados en la actualidad 34,

Los métodos de deteccion de antigenos pueden ser Utiles para detectar
virus activos en las primeras etapas de la infeccién por SARS-CoV-2. La
deteccidn de proteinas virales por inmunoensayos permite un flujo de trabajo
mas simple y accesible que la RT-PCR pudiendo tener los resultados en pocas
horas tras la recepcién de la muestra en el laboratorio. Por ejemplo, se pueden
emplear inmoensayos enzimaticos (EIA) como los ELISA o el inmunoensayo de
guimioluminiscencia (CLIA). Sin embargo, la mayoria de métodos de deteccidn
para SARS-CoV-2 han sido desarrollados como “pruebas rapidas” realizadas en
el punto de atencidn al paciente *® como los ensayos de flujo lateral (LFA).
Estas pruebas han surgido como necesidad en un intento por el control de la
pandemia al ofrecer resultados rapidos entre 15 y 30 minutos, mediante un
proceso facil y de bajo coste para la rapida identificacién y aislamiento de
aquellas personas positivas.

Han sido muchas las empresas que han desarrollado pruebas rapidas de
antigenos para la deteccidon de SARS-CoV-2, sin embargo, la sensibilidad que
ofrecen las diferentes pruebas de antigenos disponibles varia del 30.2% al 96%
184548 por lo general, las pruebas rapidas de antigenos ofrecen una
sensibilidad analitica mas baja (10.000 veces menor) que las pruebas basadas
en NAAT. Las pruebas rapidas para la deteccion de SARS-CoV-2 pueden ser
Utiles para personas sintomaticas en los primeros dias de la infeccién como
alternativa a la RT-PCR, pero debido a la baja sensibilidad que presentan estas
pruebas, especialmente en personas asintomdticas y presintomaticas, estas
pruebas no son utiles para el diagnéstico de la enfermedad Covid-19 para la
deteccién masiva, ya que la identificacion de personas que son o se volveran
infecciosas son claves para el control de la pandemia. Por ejemplo, las pruebas
de hisopos nasales son comiUnmente usadas en el diagndstico de virus
respiratorios, aunque presentan una baja sensibilidad en la deteccidn
temprana de SARS-CoV-2 #9752, Lg sensibilidad a la hora de la toma de muestras
nasofaringeas es variable, debido a la deficiencia de la técnica y a la necesidad

de un personal cualificado para su toma. Todo ello se suma al malestar
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causado en los pacientes debido a los procedimientos invasivos que requieren
este tipo de toma de muestras y el riesgo que presenta para los trabajadores,
ya que suele ocasionar estornudos o tos, lo que conlleva la expulsidon de

52,53

particulas virales , plantedndose la necesidad del desarrollo de nuevas

técnicas en la deteccion de SARS-CoV-2, como por ejemplo la toma de

5

muestras de saliva > o andlisis de sangre como alternativa a los hisopos

nasales.

El hecho de que el virus se elimine del cuerpo a medida que la persona va
recuperandose, hace que las NAAT sean Unicamente Utiles en el periodo de
infeccidn, ofreciendo como ruta alternativa la deteccion de las proteinas
virales S y N. Ambas proteinas pueden servir como biomarcadores
interesantes para la deteccién de pacientes con Covid-19. El desarrollo de
NAAT capaces de detectar todos y cada uno de los virus y subtipos de virus
existentes en la actualidad es hoy dia un desafio. La deteccién de proteinas
virales es mas sensible y especifica ya que no se encuentran afectadas por
variables gendmicas. Ademas, las proteinas son el producto final de la
transcripcién y replicacion viral. Estudios previos aislaron virus de pacientes
tras haber pasado 10 dias desde el comienzo de los sintomas, dando lugar a

cultivos negativos en los cuales el virus no se replicaba *®

, aunque en los
pacientes que se encontraban en una fase de convalecencia y no eran

infecciosos los hisopos nasofaringeos continuaban siendo positivos °®.

La deteccién de ARN de SARS-CoV-2 en sangre (ARNaemia viral) podria no
revelar siempre una infeccién activa, sino un periodo de infeccién post-viral *’.
Aunque no hay evidencias de cudl es la carga viral en plasma o suero durante
el periodo de incubacién, se ha detectado ARN viral en muestras sanguineas
de pacientes con Covid-19 entre los 2-3 primeros dias después del inicio de los
sintomas 8. Ademas, la carga viral en suero aumenta gradualmente desde la
primera semana, seguido de un declive en la tercera semana de la enfermedad
59, Segun los estudios llevados a cabo para la deteccién de ARN viral en sangre
de pacientes con Covid-19, Unicamente entre un 10 — 15% de pacientes en

estado critico presentan ARN en sangre o suero 50752

, aunque también se han
dado casos de una deteccién nula de ARN viral en muestras sanguineas >>%3,
Debido a que son pocos los estudios que indican la presencia de ARN viral en

muestras sanguineas, se necesitan mas investigaciones para determinar el
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periodo de tiempo que el ARN esta presente en la sangre, ya que el virus
podria estar activo en pacientes con un andlisis de sangre positivo, pero siendo

el resultado del hisopo nasal negativo.

Por todo ello, el desarrollo de nuevas tecnologias con una elevada
sensibilidad y especificidad siguen siendo en la actualidad una medida urgente
para contener la propagacién de SARS-CoV-2 y otras futuras pandemias. En los
ultimos dos afios, han sido varias las tecnologias desarrolladas basadas en
nanomateriales con una mejora en la sensibilidad para la creaciéon de
dispositivos de diagndstico sensible para la deteccion de SARS-CoV-2. A
continuacién, se enumera una serie de estos estudios. Un ensayo
colorimétrico basado en oligonucleétidos antisentido modificados con tiol y
conjugados con nanoparticulas de oro para la deteccién del gen N de SARS-
CoV-2 cuyo limite de deteccién es de 0,18 pg/uL de particulas de ARN ®. Un
biosensor basado en grafeno para la deteccidn de la proteina S de SARS-CoV-
2 alcanza un limite de deteccidn de 1 fg/mL . Otro ejemplo es un dispositivo
electroquimico usado para la inmovilizacién de anticuerpos contra la proteina
S de SARS-CoV-2 en electrodos de carbono que llegd a detectar 90 fM de
antigeno de 10 a 30 segundos ®. Los metasensores plasmdnicos toroidales han
llegado a detectar concentraciones de hasta 4,2 fM de la proteina S ¢’. En otro
estudio se desarrollé un sensor de resonancia nanoplasmdnica sobre el que se
unen las proteinas S de SARS-CoV-2, el cual mide los cambios en la resonancia
o la intensidad del plasmédn, alcanzando un limite inferior de deteccién de 370
pv/mL en 15 minutos . En otro estudio se desarrollé un biosensor que usa
nanoparticulas de oro junto con una plataforma de electrodo ITO para la
detecciéon de la proteina del RBD de SARS-CoV-2, alcanza un limite de
deteccién de 0,577 fg/mL .

Todos estos estudios se basan en el desarrollo de dispositivos capaces de
llegar a limites de deteccion cruciales para la deteccion tanto de las proteinas
como el material genético del virus, ya que para el control de la pandemia es
necesario el poder diagnosticar a todos los pacientes infectados y susceptibles
de infectarse. Por ello, un punto critico es minimizar el tiempo necesario en
confirmar un caso positivo entre la infeccion y la aparicién de los sintomas. Los
biosensores basados en nanomateriales hacen posible el desarrollo de

pruebas de diagndstico sensibles y especificas para el control de SARS-CoV-2.
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En este capitulo se ha desarrollado un inmunoensayo optoplasmdnico de
tipo sandwich para la deteccion de las proteinas S1 y N de SARS-CoV-2
haciendo uso de placas de silicio de 5 x 5 mm? y nanoparticulas de oro de 100

nm de diametro.

4.5. Materiales y métodos

4.5.1. Anticuerpos y proteinas usados en el inmunoensayo

Para este capitulo se utilizaron las siguientes parejas de anticuerpos segun
la deteccidn de las proteinas S1 y N de SARS-CoV-2. En la siguiente tabla se
especifican las proteinas y anticuerpos usados en este capitulo:

Proteinas Anticuerpos de captura Anticuerpos de deteccion

Proteina S1 Anticuerpo monoclonal S1 Anticuerpo monoclonal S1
(MyBioSource, (MyBioSource, MBS355889) (MyBioSource, MBS355890)
MBS569935)

Proteina N Anti-Covid-19 monoclonal Anti-Covid-19 policlonal

(MyBioSource, nucleocapsida (BN18) nucleocapsida
MBS355894) (MyBioSource, MBS8574744) | (MyBioSource, MBS669375)

Tabla 4.1. Proteinas, anticuerpos de captura y de deteccion usados en la
deteccion de las proteinas de SARS-CoV-2.

Las proteinas S1 y N fueron diluidas en una secrecién nasal simulada. Los
componentes de la secrecidon nasal usada en este capitulo son los descritos en

Kelly J. Henrickson et al. 7° (ver tabla 4.2).
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Compuesto Concentracion Casa comercial

Na* 180 mM NaCl (53014, Sigma-Aldrich)

K* 10 mM KCI (P9333, Sigma-Aldrich)

Ca** 4 mM CaClz2 (C1016, Sigma-Aldrich)

Albumina 0.5 mg/mL Albumina humana (A7030, Sigma-Aldrich)
IgG 0.05 mg/mL Human 1gG (P7899, Sigma-Aldrich)

Tabla 4.2. Componentes de la secrecion nasal simulada utilizada para la dilucion
de las proteinas S1y N.

4.5.2. Inmunoensayo

Se desarrollaron dos inmunoensayos; uno para la deteccidn de la proteina
S1 vy otro para la deteccién de la proteina N. Para ello, tras la funcionalizacién
de las placas de silicio (ver “capitulo 2: materiales y métodos”), estas fueron
incubadas en 1 mL de solucidn que contenia las proteinas S1 o N durante 1
hora a 37°C bajo agitacion. El rango estudiado de concentraciones de las
proteinas S1 y N va desde 1 pg/mL hasta 1 ag/mL. Para los experimentos
controles, las placas de silicio funcionalizadas fueron incubadas en 1 mL de
solucidon nasal simulada sin la presencia de las proteinas S1 y N. A
continuacién, las placas de silicio fueron lavadas con PBS + 0.1% Tween® 20
durante 15 minutos seguidamente de otro lavado de otros 15 minutos con PBS
+ 0.05% Tween® 20 y lavadas con agua Milli Q. Para el inmunoensayo, las
placas de silicio fueron sumergidas en 1 mL de una solucién 10 pg/mL de
nanoparticulas de oro funcionalizadas previamente con el respectivo
anticuerpo de deteccién (ver tabla 4.1) y preparada en MES 10 mM (pH 5.5) al
0.1% de Tween® 20. Las placas de silicio fueron incubadas a 37°C durante 1
hora para la detecciéon de la proteina S1 y durante 30 minutos para la
deteccion de la proteina N. Por ultimo, las placas fueron lavadas durante 4
horas con 4 mL de MES 10 mM (pH 5.5) al 0.5% Tween® 20, siendo lavadas

abundantemente con agua Milli Q y secadas bajo un flujo de nitrégeno seco.

En la figura 4.3 se muestra una representacion esquematica de los
diferentes pasos seguidos en el inmunoensayo para la deteccién de las

proteinas virales S1y N del virus que provoca la enfermedad Covid-19.
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Figura 4.3. Representacion esquematica de los diferentes pasos del inmunoensayo
en la deteccion de las proteinas S1 y N de SARS-CoV-2. a) ilustracién de la
funcionalizacién de las placas de silicio de 5 x 5 mm? junto con los dos unicos pasos
involucrados en la captura y deteccion de las proteinas. b) representacion del rango
de las concentraciones de proteina S1 y N estudiadas [1 ug/mL hasta 1 ag/mL]. c)
representacion de una placa de 48 pocillos y en cada uno de ellos una placa de silicio
de 5 x 5 mm? funcionalizada para la realizacién del inmunoensayo.

Para descartar sefiales de bioreconocimiento por interacciones
inespecificas que puedan interferir en el limite de deteccidn, se realizd
experimentos de control negativo, que consistié en sustituir al anticuerpo de
captura por un anticuerpo IgG anti-Goat/Sheep (G2904, Sigma), el cual no
reconoce a las proteinas S1 y N ni reacciona con los anticuerpos de deteccion
usados. En este caso las placas de silicio fueron sumergidas en 1 mL de
solucion de secrecién nasal simulada en presencia de las concentraciones
estudiadas de las proteinas S1y N (rango de concentraciones desde 1 pug/mL
hasta 1 ag/mL) y en solucién nasal simulada con ausencia de las proteinas S1
y N, durante 1 hora a 37°C bajo agitacion. El resto del inmunoensayo no fue
modificado y los anticuerpos de deteccién anclados a las nanoparticulas de

oro se mantuvieron para dichos experimentos.
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El inmunoensayo para la deteccion de las proteinas S1 y N y el
inmunoensayo control negativo fueron llevados a cabo paralelamente, de
forma que la solucién de nanoparticulas de oro con el anticuerpo de deteccion

fue la misma para ambos inmunoensayos.

4.5.3. Sistema de la medida optoplasménica de las

superficies de silicio mediante AVAC

Tras llevar a cabo el inmunoensayo, las placas de silicio de 5 x 5 mm? se
midieron con la utilizacion de un sistema AVAC desarrollado por la empresa
Mecwins, S.L. AVAC permite de manera simultanea la medida y el analisis de
las nanoparticulas de oro con alto rendimiento "2, La medida y el andlisis
completo de una placa de 96 muestras se lleva a cabo en menos de 8 horas 3.
Este sistema consta de un objetivo de 50X y una pletina automatizada por

unos motores sobre la cual se colocan las muestras.

4.6. Resultados y discusion

4.6.1. Mecanismo optoplasmodnico en placas de silicio con

AVAC

Finalizado el inmunoensayo, las placas de silicio se colocaron en la pletina
automatizada de AVAC vy las nanoparticulas de oro fueron identificadas
Opticamente en el modo campo oscuro mediante el objetivo 50X analizando
la dispersion de cada una para caracterizar, clasificar y contar las
nanoparticulas de oro presentes en la superficie del sensor con una elevada
especificidad mediante un software desarrollado en Wolfram Mathematica®,
lo que disminuye considerablemente el nimero de resultados falsos positivos.
La dimensién de cada imagen tomada por el sistema es de 269 x 176 um?y

para cada muestra (placa de silicio) AVAC toma un total de 532 imagenes.
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a) 269 um

d)

176 pm

Figura 4.4. Sistema AVAC e imagenes dpticas de campo oscuro. a) sistema AVAC. b)
pletina automatizada. c) placas de silicio de 5 x 5 mm?. d) imagen éptica de campo
oscuro de la superficie de una placa de silicio tomada por AVAC. e) imagen dptica de
alta resolucion de d).

4.6.2. Deteccion de las proteinas S1y N

La sefial optoplasmodnica de las proteinas S1y N es observada en las figuras
4.5y 4.7, respectivamente. Los resultados presentados comprenden un total
de 336 placas de silicio de 5 x 5 mm? funcionalizadas (englobando los
inmunoensayos para la deteccidon de ambas proteinas y los inmunnoensayos
controles negativos). Los experimentos se realizaron usando placas de 48
pocillos y cada una de las concentraciones estudiada se repitié por triplicado
en dos experimentos independientes. Los resultados se calcularon en base a

la densidad de mondmeros de cada imagen.

En los resultados obtenidos para la proteina S1 (figura 4.5), se puede
observar la deteccidn de la proteina a partir de una concentracién de 1 ag/mL,

donde existe una clara evidencia en el aumento de la sefial con respecto a la
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sefial obtenida de los experimentos controles (placas incubas en 1 mL de

solucidn nasal simulada sin presencia de la proteina S1).
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Figura 4.5. Grafica de la deteccion de la proteina S1. Deteccién optoplasmdnica de la
proteina S1 en una simulacién nasal simulada (en rojo) y respuesta del sensor en el
control negativo con un anticuerpo de captura que no reconoce la proteina S1 de
SARS-CoV-2 (en verde). En gris se representan los controles de ambos experimentos
en ausencia de proteina S1.

En la figura 4.6 podemos observar la densidad de nanoparticulas de oro en
funcién de la concentracién de proteina S1 (figura 4.6a y 4.6b) y en ausencia
del anticuerpo de captura que reconoce la proteina S1 (figura 4.6¢c y 4.6d). Se
observa como la densidad de nanoparticulas de oro aumenta en la deteccidn
de 1 ag/mL para la proteina S1 (figura 4.6b) en comparacion con el control
(figura 4.6a). Sin embargo, cuando se hace uso de un anticuerpo de captura
qgue no reconoce a la proteina S1, la densidad de nanoparticulas no varia entre
ensayos con una concentracién de 1 pg/mL (figura 4.6d) y ausencia de

proteina S1 (figura 4.6c¢).
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Cuando comparamos ambos ensayos controles, observamos que la
densidad de nanoparticulas de oro para los ensayos de deteccién (figura 4.6a)
parece ser mayor que para los ensayos controles negativos (figura 4.6c). Esto
podria deberse a la presencia de interacciones inespecificas entre los
anticuerpos especificos para la proteina S1 en los ensayos controles de
deteccion (figura 4.6a). Se observa una mayor densidad de nanoparticulas de
oro en el experimento de deteccion de la proteina S1 a una concentracion de
1 ag/mL (figura 4.6b) con respecto al experimento control negativo usando
una alta concentracion de proteina (figura 4.6d). En este caso la diferencia de
densidad de nanoparticulas muestra el reconocimiento de la proteina S1 por
parte de los anticuerpos especificos usados en el inmunoensayo.

a) control

c) control

Figura 4.6. Imagenes de campo oscuro tomadas por el sistema AVAC en la deteccién
de la proteina S1 de SARS-CoV-2. En a) y en b) se observa una imagen tomada de una
placa de silicio de 5 x 5 mm? de un inmunoensayo haciendo uso de los anticuerpos
especificos para la proteina S1 para un experimento control (a) y un experimento de
deteccidn con una concentracidon de proteina S1 de 1 ag/mL (b). En cambio, las
imagenes c) y d) hacen referencia a un inmunoensayo en el que el anticuerpo de
captura fue sustituido por un anticuerpo que no reconoce la proteina S1
(inmunoensayo control negativo), con ausencia de la proteina S1 en laimagen c) y una
concentracion de proteina S1 de 1 pg/mL para la imagen d).
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En la grafica 4.7 para la deteccién de la proteina N mediante la deteccion
optoplasmoénica, el limite de deteccidn alcanzado es de 10 ag/mL frente al

limite de aproximadamente 2 pg/mL alcanzado en los test de ELISA 74,
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Figura 4.7. Grafica de la deteccion de la proteina N. Deteccidn optoplasmadnica de la
proteina N de SARS-CoV-2 en una simulacidn nasal simulada (en rojo) y respuesta
obtenida en los experimentos controles negativos con un anticuerpo no especifico a
la proteina N de SARS-CoV-2 (en verde). En gris se representan los controles de ambos
experimentos en ausencia de proteina N.

En la figura 4.8, se observan cuatros imagenes tomadas con AVAC de las
placas de silicio de 5 x 5 mm? en un ensayo de deteccidn (figuras 4.8a y 4.8b)
y un ensayo control negativo (figuras 4.8c y 4.8d) para la proteina N. Del
mismo modo que ocurre en el caso de la proteina S1, se observa que la
densidad de nanoparticulas de oro en el inmunoensayo de deteccion a una
concentracién de proteina N de 1 ag/mL en la solucién nasal simulada (figura
4.8b) es superior a la densidad encontrada en el inmunoensayo control (figura
4.8a). En cambio, cuando comparamos los inmunoensayos de control negativo

donde el anticuerpo de captura especifico para la proteina N fue sustituido
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por un anticuerpo que no reconoce a esta proteina, podemos observar que la
densidad de nanoparticulas de oro es constante en todas las concentraciones
estudiadas (1 ag/mL — 1 pg/mL) de proteina N (figura 4.8d) con respecto al
control negativo (figura 4.8c). Pudiendo determinar que existe
reconocimiento por parte del anticuerpo de captura especifico para la
proteina N, ya que, en ausencia de este anticuerpo, no se captura a la proteina
N y por lo tanto la densidad de nanoparticulas de oro que observamos en la

imagen es menor que en el inmunoensayo de deteccion.

a) control

Figura 4.8. Imagenes de campo oscuro tomadas por el sistema AVAC en la deteccion
de la proteina N de SARS-CoV-2. En a) y en b) se observa una imagen tomada de una
placa de silicio de 5 x 5 mm? de un inmunoensayo haciendo uso de los anticuerpos
especificos frente a la proteina N para un experimento control (a) y un experimento
de deteccién con una concentracion de 1 ag/mL de proteina N (b). En cambio, las
imagenes c) y d) hacen referencia a un inmunoensayo en el que el anticuerpo de
captura fue sustituido por un anticuerpo que no reconoce la proteina N
(inmunoensayo control negativo), con ausencia de la proteina N en la solucion nasal
simulada en la imagen c¢) y una concentracion de 1 ug/mL de proteina N para laimagen
d).

Como anteriormente se ha mencionado, se llevd a cabo experimentos
controles negativos donde el anticuerpo de captura fue sustituido por un

anticuerpo que no reconoce la proteina S1 ni la proteina N. En estos
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experimentos se observa que para ambas proteinas la sefial obtenida es
constante a lo largo del rango de concentraciones estudiadas (desde 1 pg/mL
hasta 1 ag/mL) indicando que las interacciones inespecificas que existen son
minimas, ya que se observan nanoparticulas en los controles negativos. Esta
sefial podria deberse a interacciones no especificas que ocurren entre el
anticuerpo de captura y las biomoléculas presentes en la soluciéon nasal
simulada. No obstante, la sefial obtenida de los experimentos controles con
los anticuerpos de captura especificos para las proteinas S1y N es mayor a la
sefal obtenida que en los ensayos de controles negativos, indicando que
existe un ruido de fondo que podria deberse a la interaccion entre los
anticuerpos de captura y los anticuerpos de deteccién. Una caracteristica de
los datos obtenidos en este método para ambas proteinas es que para
concentraciones superiores a 1 fg/mL el nimero de nanoparticulas de oro
satura rapidamente, mostrando una variabilidad a altas concentraciones en la
deteccién de ambas proteinas. Este comportamiento también es observado
en la detecciéon de otros biomarcadores (CEA y PSA) usando el método

optoplasmonico .

La proteina S1 es considerada una diana atractiva en el desarrollo de
inmunoensayos para la deteccion del virus que provoca la Covid-19, siendo
una proteina mas especifica en la deteccion de SARS-CoV-2 que otras

7, El hecho de que la mayoria de

proteinas estructurales de membrana
vacunas para combatir la infeccién por SARS-CoV-2 estén disefiadas frente a
la proteina S se debe a que la proteina S esta involucrada en los primeros
estadios de la infeccién. Haciendo uso del ensayo ultrasensible de Simoa
(Quanterix Corporation) se detectd (en el rango de pg/mL) niveles de proteina
S1 en el dia posterior a la vacunacién, obteniéndose el pico mas elevado al
quinto dia después de la administracion de la primera dosis (68 pg/mL + 21
pg/mL)y llegando a ser indetectable por dicho ensayo al dia 14 7. El desarrollo
de nuevas tecnologias ultrasensibles basadas en la deteccién de una Unica
proteina, podrian ser de gran ayuda para analizar los mecanismos de
funcionamiento de las vacunas, siendo utiles en la fabricacién y disefio de

futuras vacunas.

Al igual que la proteina S, la proteina N es frecuentemente usada en el

78

desarrollo de vacunas y ensayos seroldgicos El analisis seroldgico de
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pacientes con SARS demostrd que los anticuerpos frente a la proteina N
presentan una mayor sensibilidad y una persistencia mds prolongada que los
anticuerpos referidos a otras proteinas estructurales de SARS-CoV 7°%9,
detectandose anticuerpos frente a la proteina N con una elevada especificidad
en las etapas iniciales de la infeccidn &% Por lo que el andlisis de esta proteina,
puede llevar a la comunidad cientifica a un mejor entendimiento de la
enfermedad causada por el SARS-CoV-2, ayudando a disefar terapias
innovadoras para el tratamiento y el diagndstico de la enfermedad. La
proteina N que se expresa de manera abundante durante la infeccidon, muestra
una naturaleza conservada y estable en el proceso evolutivo de replicacion de
SARS-CoV-2, por lo que esta proteina presenta un uso llamativo como
marcador de diagndstico ya que presentara menos mutaciones a lo largo del
tiempo 82784 Llevar a cabo la deteccién de la proteina N de SARS-CoV-2 evitara
fallos en la deteccion del mismo y aumentard considerablemente el
rendimiento del sensor plasmdnico. Debido a que una célula infectada con
SARS-CoV-2 puede contener varios viriones antes de que comience la
gemacién de nuevos virus ®, cabria la posibilidad de detectar cargas virales a
bajas concentraciones en muestras de pacientes usando la tecnologia aqui
presentada. Ademas, la deteccidn de la proteina N también ha sido realizada
en suero de pacientes infectados por SARS-CoV-2 7#8¢ donde se encontrd que
la especificidad en la deteccidon de la proteina N en suero fue del 96.84% vy la
sensibilidad del 92% antes de la aparicion de anticuerpos. Pacientes
asintomaticos presentaron unos niveles medios de proteina N de 72 pg/mL,
mientras que en los pacientes pre-sintomaticos y sintomaticos los niveles de
proteina N fueron de 3.896 pg/mL y 1.931 pg/mL, respectivamente 8. Este
estudio sugiere que la deteccidn de esta proteina podria tener un alto valor
diagndstico en personas infectadas antes de la aparicion de anticuerpos,

acortando el periodo para la realizacién de pruebas seroldgicas.

La tasa mutacional de SARS-CoV-2 es mucho mas lenta a comparacién de
otros virus; siendo la mitad del virus de la influenza y una cuarta parte del VIH.
La mayoria de mutaciones se han encontrado en proteinas no estructurales y

S 88 por lo que la mutacién en la proteina S podria afectar al

en la proteina
desarrollo de inmunoensayos basados en la deteccién de dicha proteina. Sin

embargo, la presencia de mutaciones en la proteina N son raramente
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conocidas, por lo que el desarrollo de inmunoensayos basados en la deteccién
de ambas proteinas (S1 y N) mejorarian la precisién y la sensibilidad en la

deteccion.

Aunque la tecnologia actual mds demandada en la deteccién de SARS-CoV-
2 es la RT-PCR, la sensibilidad de esta varia segin el momento de la prueba en
relacidn con la exposicidn al virus. Segun un estudio 3, la probabilidad de que
una persona infectada diese negativo en una RT-PCR en los 4 dias anteriores a
la aparicién de los sintomas disminuyé del 100% en el primer dia hasta el 68%
en el cuarto dia. Lo que estaria provocando posiblemente la rapida expansion
del virus, debido al desconocimiento de las personas infectadas por resultados
falsos negativos y, por ende, el retraso por parte de estas personas a la hora
de aislarse. En cambio, al quinto dia (dia de inicio de los sintomas
comunmente), la tasa de falsos negativos fue del 38% disminuyendo hasta el
20% en el octavo dia, indicando que 38 de cada 100 personas (en el quinto dia)
y 20 de cada 100 personas (al octavo dia) obtendrian resultados falsos
negativos por RT-PCR. Teniendo en cuenta la elevada capacidad de
propagacion del virus, esta tasa de falsos negativos sigue siendo alta para la
contencidn de la transmisiéon de SARS-CoV-2. Ademas de esto, la necesidad de
asegurar la viabilidad del material genético del virus en la muestra obtenida,
hace que la recoleccidn, almacenamiento y el transporte de las muestras sean
mas costosos y desafiantes. En cambio, los test de antigenos no requieren
asegurar una viabilidad del material genético del virus. Haciendo uso de un
modelo analitico ®, se estim6 que mas del 59% de las transmisiones surgen de
personas asintomaticos, seguidos del 35% por personas en una etapa pre-

sintomatica y del 24% de personas que nunca desarrollan sintomas.

El limite de deteccion de los métodos de diagndstico aprobados para la
deteccion de SARS-CoV-2 varian considerablemente de 500 — 80.000 copias
virales/mL %, mientras que el mejor limite alcanzado en protocolos basados
en la extraccién de ARN parece ser de 1.000 copias/mL aproximadamente 2,
En la actualidad, los test comerciales mas sensibles para la deteccién de las
proteinas de SARS-CoV-2 presentan un limite de deteccién en el rango de los
pg/mL. Todo ello contribuye a la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias
con una elevada sensibilidad analitica para detectar a personas que

probablemente recibirian un resultado falso negativo con las técnicas que

121



Aplicacion de un nanosensor optoplasmonico para la deteccidn ultrasensible de
proteinas de SARS-CoV-2

existen en la actualidad para la deteccién de SARS-CoV-2, siendo la mejor
estrategia para bloquear la expansion del virus la deteccién temprana de

personas infectadas previamente a la aparicién de los sintomas.

4.7. Conclusiones

En este capitulo se muestra una tecnologia poderosa para la deteccion de
las proteinas S1 y N del SARS-CoV-2 en una solucién nasal simulada haciendo
uso de un inmunoensayo el cual engloba Unicamente dos pasos. El limite de
deteccidn alcanzado en este inmunoensayo es de 1 ag/mL para la proteina S1
y 10 ag/mL para la proteina N, siendo de dos érdenes de magnitud mejor que
los test que existen en la actualidad. El sistema de medida AVAC capaz de
medir hasta 96 muestras en tan solo 8 horas, aporta una solucién a todas esas
situaciones en las que la deteccidon rapida, fiables y ultrasensible es de gran
necesidad. Esta nueva tecnologia permitiria identificar proteinas virales de
SARS-CoV-2, pudiéndose implementar facilmente en entornos clinicos de los
grandes centros de investigacion y hospitales, pero también en pequefias
ciudades o paises en desarrollo que presenten equipos automatizados basicos
para el desarrollo de inmunoensayos, debido a su bajo coste y simplicidad,
minimizando asi el error humano y desempefiando un papel fundamental en

el control de la pandemia.
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Deteccion de Interleucina 11 como biomarcador en enfermedades

Debido a la enfermedad de la Covid-19 causada por la infeccidon por SARS-
CoV-2 se genera una respuesta hiperinflamatoria inducida por el Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SRAS), siendo una de las principales causas de
gravedad y muerte de la enfermedad . Desde que comenzd la pandemia, han
sido muchos los estudios que se han centrado en el descubrimiento de
biomarcadores predictivos de la inflamacién patdgena, sin embargo, no son

muchos los encontrados hasta el momento 2.

La respuesta inmunitaria generada en un pequeiio porcentaje de pacientes
afectados por la Covid-19 hace que esta pueda ser potencialmente mortal
causando el Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA) (un tipo de
insuficiencia respiratoria caracterizada por la aparicion de la inflamacion
generalizada de los pulmones) y/o un fallo multiorgédnico 3. El dafio
multiorganico puede aparecer en casos graves de Covid-19. Este sindrome se
desencadena por una respuesta inmune disfuncional del huésped frente al
virus, lo que se conoce como “tormenta de citocinas” #®. En estos pacientes
se informdé de un aumento de los niveles plasmdticos de diferentes
interleucinas y quimiocinas, aunque no se ha conseguido establecer una

relacidn entre la expresidn de estas y un mal prondstico asociado al paciente
7

En este apéndice, hacemos uso de la interleucina 11 (IL-11). Un miembro
de la familia de citoquinas IL-6 cuya funcidn bioldgica mas conocida es su
actividad hematopoyética, ya que promueve la megacariocitopoyesis,
eritropoyesis y la trombopoyesis. Aunque IL-11 puede desempefiar un papel
fundamental en el desarrollo fetal del pulmdn 89, los niveles de IL-11 en suero
son frecuentemente indetectables en pacientes sanos, sin embargo, se ha

observado sobreexpresién de IL-11 en varios canceres 11

aunque por el
momento no existen ningun estudio que relacione dicha interleucina con la

respuesta inmune generada frente a la infeccion por SARS-CoV-2.

Se piensa que IL-11 estimula la proliferacién y supervivencia de las células
de cancer de pulmdn, debido a su implicacién en el aumento de la migracion
celular, invasién y metastasis del cancer de pulmén, lo que conlleva a la
formacién del tumor. Ademas, se cree que IL-11 también esta implicada en la

progresion del carcinoma de células no pequefias (NSCLC) y en la capacidad
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que tienen las células cancerosas extrapulmonares para hacer metdstasis en

los pulmones 12,

En un estudio de 2016, se compararon tejidos de
adenocarcinoma (ADC), carcinoma de células escamosas (SCC) y carcinoma de
células pequefias (SCLC) con tejidos de pulmdn no tumorales del mismo
paciente, observandose que los niveles del receptor de IL-11 (IL-11Ra) se

encontraban elevados en los tejidos tumorales 2.

A.2. Materiales y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo de igual modo que para las proteinas
S1y N de SARS-CoV-2 en placas de 48 pocillos haciendo uso de placas de silicio

de 5x5 mm?.

A.2.1. Anticuerpos e IL-11

Para la deteccion de la interleucina 11 los anticuerpos usados fueron
anticuerpo IL-11 (Lifespan Biosciences, LS-C104366) como anticuerpo de
captura y anticuerpo IL-11 (Lifespan Biosciences, LS-C104441) como
anticuerpo de deteccién. La interleucina 11 fue obtenida del Servicio de
Oncologia del Hospital Universitario 12 de Octubre, por el Dr. Luis Paz-Ares
Rodriguez.

A.2.2. Inmunoensayo

La interleucina 11 fue diluida en FBS y el rango de concentraciones
estudiadas fue de 1 pg/mL hasta 1 ag/mL. Una vez finalizada Ia
funcionalizacion de las placas de silicio (ver “capitulo 2: materiales vy
métodos”), estas fueron incubadas en 1 mL de solucién que contenia IL-11 en
el rango de concentraciones arriba mencionada, durante 1 hora a 37°C bajo
agitacioén. Para los experimentos controles, las placas de silicio funcionalizadas
fueron incubadas en 1 mL de FBS sin IL-11. A continuacidn, las placas de silicio
fueron lavadas con PBS + 0.05% Tween® 20 durante 15 minutos (este paso se
repitid una vez mas) y seguidamente se lavaron con agua Milli Q. Para el
inmunoensayo, las placas de silicio fueron sumergidas en 1 mL de una solucion

10 pg/mL de nanoparticulas de oro funcionalizadas previamente con el
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respectivo anticuerpo de deteccién y preparada en MES 10 mM (pH 5.5) al
0.05% de Tween® 20. Las placas de silicio fueron incubadas a 37°C durante 1
hora con la solucién de nanoparticulas de oro. Por ultimo, las placas fueron
lavadas durante 4 horas con 4 mL de MES 10 mM (pH 5.5) al 0.5% Tween® 20,
siendo lavadas abundantemente con agua Milli Q y secadas bajo un flujo de

nitrégeno seco.

La medida de la densidad de nanoparticulas de oro sobre la superficie de
las placas de silicio de 5 x 5 mm? se llevd a cabo usando el sistema AVAC, del
mismo modo que para el capitulo 4 (ver apartado “4.5.3. Sistema de la medida

optoplasmdnica de las superficies de silicio mediante AVAC”).

A. 3. Resultados

Los resultados comprenden el andlisis de un total de 84 placas de silicio, en
la que cada concentracién se repitié por triplicado en cada uno de los dos

inmunoensayos llevados a cabo.

En lafigura A.1, se muestra la deteccion de IL-11 haciendo uso de las placas
de silicio de 5 x 5 mm? y nanoparticulas de oro con el método de deteccién
plasmonico, llegando a un limite de deteccién de 10 fg/mL. A concentraciones
mas elevadas se puede observar como el sensor satura y la variabilidad entre
muestras aumenta, siguiendo el mismo comportamiento que en la deteccidn
de las proteinas S1 y N de SARS-CoV-2. En la actualidad, la mayoria de test
encargados de la deteccion de IL-11 se basan en inmunoensayos como los
ELISA, los cuales presentan un limite de deteccidn, en el mejor de los casos,

en el rango de los pg/mL.
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Figura A.1. Grafica de la deteccion de IL-11 en placas de silicio haciendo uso de
nanoparticulas de oro de 100 nm. Los datos de cada concentracion estudiada es la
medida de tres muestras (placa de silicio de 5 x 5 mm?) independientes de cada
inmunoensayo.

En la figura A.2 podemos observar algunas imdgenes en campo oscuro
tomadas por el sistema AVAC. La imagen A.2a pertenece a un experimento
control, donde la densidad de nanoparticulas es baja a comparacién con un
experimento de deteccion de IL-11 (imagenes A.2b, A.2c y A.2d). Comparando
una concentracion de 1 fg/mLy un ensayo control, cabria esperar un aumento
en la densidad de nanoparticulas, aunque desafortunadamente no es asi como

se aprecia en la gréfica (figura A.1) y en las imagenes (figura A.2a y A.2c).
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a) control

d) 10 fg/mL

Figura A.2. Imagenes de campo oscuro tomadas por el sistema AVAC en la deteccion
de la interleucina 11. a) imagen de un experimento control, en b) un experimento de
deteccion con una concentracion de IL-11 de 1 ag/mLy en c) y en d) imagenes de la
deteccion de IL-11 a una concentracion de 1 fg/mLy 10 fg/mL, respectivamente.

A.4. Conclusiones

Aqui se muestra la sensibilidad del método desarrollado en el capitulo 4
para la deteccién de la interleucina 11. El descubrimiento de biomarcadores
que estén relacionados posiblemente con varias enfermedades a través de las
nuevas tecnologias basadas en nanomateriales, traeria consigo un beneficio
de los pacientes, con el fin de mejorar los cursos de las enfermedades y reducir

notablemente la mortalidad.
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Conclusiones generales

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo de
biosensores para la deteccién de proteinas a bajas concentraciones. Para ello,
se ha hecho uso de matrices de silicio de ocho micropalancas y de placas de
silicio de 5 x 5 mm? utilizando dos métodos de transduccién; uno
nanomecanico basado en la vibracién de las micropalancas a determinadas
frecuencias de resonancia y el optoplasmdnico haciendo uso de la dispersion
de las nanoparticulas de oro de 100 nm. Los dispositivos aqui desarrollados
son mas sensibles en comparaciéon con las tecnologias que existen en la
actualidad para la deteccién de proteinas, donde en el mejor de los casos
llegan a limites de deteccion del rango de los pg/mL, como es el caso de los
ELISA.

Se ha demostrado la deteccion mediante un biosensor nanomecdnico y
optoplasmodnico de proteinas en diferentes lisados celulares con el empleo de
matrices de ocho micropalancas. Concretamente, se ha detectado la p-AKT
(Ser473) en la linea celular MCF-7 y la mutacién G13D en la linea celular MDA-
MB-231, a una densidad de 10° células/mL, siendo ambas lineas de cancer de
mama. Tras comparar ambos métodos de transduccidn se ha comprobado que
el método de transduccidn optoplasmédnico resulta el mas adecuado vy
presenta una mayor sensibilidad para la detecciéon de proteinas a bajas
concentraciones. Por esta razén, haciendo uso de este método se ha
demostrado por primera vez y como prueba de concepto, la deteccién de
proteinas en muestra de suero de pacientes con cancer de mama.

Concretamente, se ha detectado la p-AKT (Ser473) y la mutacién G13D.

Del mismo modo se ha desarrollado un sensor optoplasménico para la
deteccion de dos proteinas (S1y N) del virus que provoca la Covid-19, el SARS-
CoV-2. Se ha implementado un sistema experimental basado en la utilizacién
de placas de silicio de 5 x 5 mm? como sustitucion a las matrices de ocho
micropalancas. Con la utilizacion de nanoparticulas de oro de 100 nm se ha
calculado la densidad de mondmeros presentes en la superficie de las placas
de silicio, consiguiendo un limite de deteccién de 1 ag/mLy de 10 ag/mL para

las proteinas S1y N, respectivamente, con este sencillo sistema experimental.
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Conclusiones generales

Ademas, utilizando el método optoplasmaénico en placas de siliciode 5 x 5
mm? se ha desarrollado un sensor para la deteccién de la interleucina 11,

donde el limite de deteccién alcanzado se encuentra en 10 fg/mL.

Finalmente, los biosensores y métodos de deteccion desarrollados a lo
largo de esta tesis han demostrado ser una herramienta eficaz y valida para la
deteccion de diferentes biomarcadores en medios bioldgicos distintos; lo que
manifiesta la universalidad de la tecnologia presentada y su poder de uso en

diferentes aplicaciones.
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