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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y conlleva grandes
repercusiones a la sociedad. La tasa de supervivencia depende en gran medida de la etapa en
la que se detecta el cancer y, por lo tanto, el diagnostico precoz y el tratamiento eficaz contra
el céncer son fundamentales. Recientemente, de la necesidad de disefiar y desarrollar
dispositivos de deteccion altamente sensibles para identificar a las personas con tumores
malignos, ha surgido un creciente interés en los biosensores electroquimicos de ADN. Estos
nuevos dispositivos cubren algunas de las limitaciones que presentan los métodos de
deteccidbn convencionales al presentar un rendimiento analitico superior y mayor
especificidad, proporcionando un diagnostico clave, especialmente en las primeras etapas de

la carcinogénesis, de manera sensible, rapida y de bajo coste.

INTRODUCCION

1.1 Cancer

En el siglo XIX la enfermedad del cancer ya no es sinonimo de muerte segura, los grandes
avances gracias a la investigacion sin tregua de nuevas dianas terapéuticas para combatir los
tumores y su reproduccion han significado un cambio de perspectiva hacia la enfermedad. Sin
embargo, el cancer sigue siendo la segunda enfermedad con mayor prevalencia mundial, casi
una de cada seis muertes se debe al cancer, con mas de 1.500 muertes al dia y mas de 200
tipos de cancer identificados'. Ademas de los efectos devastadores para los pacientes y sus
familias, los costes econémicos son enormes, tanto en recursos de atencion medica para su
tratamiento, como en la pérdida de capital humano debido a la mortalidad precoz’.

A pesar del continuo descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento del cancer el
avance de las nuevas tecnologias para su diagndstico precoz es lento'. La mayoria de las
personas tienen la enfermedad avanzada en el momento del diagnostico y esto reduce
drasticamente el tiempo de supervivencia™, el cual varia enormemente en funcion de la
localizacion y el estado del cancer. Por el contrario, la supervivencia es relativamente buena
cuando los canceres se diagnostican en una etapa temprana, porque los tratamientos
establecidos se pueden aplicar a tiempo cuando son mas efectivos’. Por consiguiente, un buen
cribado y deteccion temprana del cancer son importantes para reducir las consecuencias del
cancer en pacientes diagnosticados una vez el proceso de carcinogénesis este avanzado y

suponga un peor prondstico debido a las limitaciones de diagnostico y tratamiento'.
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Bajo el término de cancer se engloba un gran grupo de enfermedades que cursan con el
crecimiento anormal de células superando los limites habituales. Esta enfermedad genética
tiene multiples etapas: comienza a partir de alteraciones en la expresion de genes o proteinas
debido a cambios genéticos y epigenéticos que afectan al ciclo de crecimiento celular que se
traduce en fenotipos tumorales®. Estos cambios genéticos incluyen la inactivaciéon de los
genes supresores de tumores, activacion de oncogenes, cambios cromosomicos,
hipermetilacion de genes, etc'. La acumulacion secuencial de alteraciones genéticas en varias
etapas en una sola célula altera la expresion de los genes que modulan las vias de crecimiento
y apoptosis’ como se muestra en la figura 1. Estos cambios genéticos ademas de los factores
ambientales (como el estilo de vida, la dieta y la exposicion a la radiacion ultravioleta o a
contaminantes cancerigenos) interactian para influir en el desarrollo del tumor®. Este tumor o
neoplasia puede ser maligno o benigno en funcion de la agresividad de su crecimiento y de su

propagacion a otras partes del cuerpo mediante un proceso conocido como metastasis.
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Fig. 1. Alteraciones moleculares del cancer'

La deteccion temprana y precisa del cancer es muy importante para el diagnostico clinico, el
monitoreo de la toxicidad y, sobretodo, para el éxito del tratamiento de los cénceres”. Un
inconveniente del diagnodstico del cancer es la falta de sintomas en los inicios de la

enfermedad’.

1.2 Biomarcadores del cancer

Uno de los principales objetivos de la investigacién oncologica es el estudio de los cambios
en el genoma y alteraciones morfoldgicas dando lugar a las diferencias entre las células
normales y neoplésicas. Estos cambios actian como marcadores tumorales’. Por tanto, un
marcado tumoral o biomarcador es una sustancia o actividad producida o inducida por una
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célula neoplésica que puede medirse y evaluarse objetivamente como indicador de un proceso
bioldgico normal, un proceso patdogeno o una respuesta farmacoldgica a una intervencion
terapéutica’. De tal manera, que nos informan sobre la presencia, evolucion y respuesta al
tratamiento del tumor. Los biomarcadores estan presentes en los tejidos tumorales o en el
suero y abarcan una amplia variedad de moléculas, entre las que se incluyen el ADN, el
ARNm, el microARN, las enzimas, los metabolitos, los factores de transcripcion y los
receptores de la superficie de las células'? (Figura 2). Entre estas moléculas, los
biomarcadores basados en moléculas de acido nucleico son de gran importancia, ya que el
desarrollo de la biologia en las ultimas décadas ha demostrado que, ademas de constituir el
material hereditario para codificar la informacion genética, son candidatos ideales para
reconocer una variedad de bioanalitos como el acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido
ribonucleico (ARN). Esto se debe a su facilidad de deteccion mediante el emparejamiento de
bases con sondas complementarias de acido nucleico’. La detecciéon de estos biomarcadores

ayuda al diagndstico precoz del cancer, incluso cuando no hay signos fisicos de cancer .

Small chesnical products
¥

Fig 2. Biomarcadores del cancer’.

Los biomarcadores del cancer tienen una concentracion alterada en condiciones cancerosas
que en condiciones normales. La fuerte relacion con la progresion del tumor ayudara a
entender el tiempo y el tipo de intervencion correcta’. Se clasifican en tres categorias segin la
informacion que proporcionen: biomarcadores de diagnostico: relacionados con la deteccion
de la enfermedad; biomarcadores de pronostico: informacidn prospectiva de la evolucion del
paciente y poder guiar las decisiones terapéuticas; y biomarcadores predictivos: estiman la

probabilidad de respuesta tumoral a un tratamiento terapéutico®.



1.2.1. MicroARN circulante como biomarcadores del cancer

En los ultimos afios, ha quedado claro que las alteraciones en la expresion de microARN
(miARN) contribuyen a la patogénesis de la mayoria de las neoplasias malignas humanas
siendo poco claro si estos cambios de niveles de expresion de miARN son la causa o la
consecuencia del cancer. La revision de la literatura actual sugiere que los miARNs
circulantes podrian constituir una clase ideal de biomarcadores para la deteccion de cancer
basada en sangre ya que su expresion es frecuentemente desregulada en el céncer, los
modelos de expresion de miARN en esta enfermedad parecen ser especificos de tejido’,
presentan una alta estabilidad en sangre y por ello se podrian obtener por muestras de sangre
lo que supone una minima invasién®. Los miARN son pequefias moléculas de ARN no
codificante (una longitud de 19-25 nucleodtidos) que van a participar en la regulacion de la
expresion génica y traduccion de proteinas clave en procesos celulares en una amplia gama de
animales, plantas y virus®. Para ello, forman un complejo de silenciamiento inducido por
ARN con un objetivo especifico dentro del ARN mensajero (ARNm) mediante una
combinacion no perfecta de seis a ocho nucledtidos, ya sea induciendo degradacion o el
silenciamiento de la traduccion de sus ARNm objetivo’. Su creciente interés como
biomarcadores tumorales frente al ADN o ARNm, se debe a que presentan una mejor
capacidad para predecir el cancer puesto que una sola molécula de miARN es capaz de
regular a mas de cien ARNm (més de un 30% del total'®), por tanto proporcionan la
informacion del pronodstico de mayor 6rdenes de magnitud4. Por tanto participan en el control
de procesos celulares como el crecimiento, diferenciacion y muerte, que estan desregulados
en cancer ya sea por aumento o descenso, sefiala su implicacion en la carcinogesis. Estos
miARNs no so6lo sirven como indicadores de varios aspectos de la carcinogénesis y el
desarrollo tumoral, sino que también proporcionan fuentes importantes para el desarrollo de
tratamientos y terapias contra el cancer basadas en el miARN®. Son interesantes como
marcadores tumorales por su alta estabilidad en sangre y otros fluidos, ya que su corta
longitud le hace menos vulnerable a las ribonucleasas’. Al encontrarse en los fluidos
corporales tanto en la sangre, como en la orina y saliva, servirian como biomarcadores para
métodos de diagnostico no invasivo ademas de su especificidad tisular. La biogénesis de los

miARN ha sido ampliamente estudiada y se resume en la Figura 3.
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Fig. 3: Proceso de biogénesis de miARN en la célula y su implicacion en el silenciamiento de ARNm®.

1.3 Métodos analiticos

Las técnicas comunes para detectar biomarcadores basados en la deteccion proteinas y
basados en acidos nucleicos son: el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA), la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Estas técnicas a pesar de ser eficientes y robustas, tienen limitaciones tecnologicas
como falta de precision, de sensibilidad y especificidad para aplicaciones de diagndstico
clinico” ademas de otras desventajas como la deteccion lenta y elevado coste de los reactivos
utilizados en cada ensayo™'”. Ademas al ser manuales carecen de la posibilidad de realizar
una monitorizacién continua del paciente durante el tratamiento'. Otro aspecto a tener en
cuenta, es la posibilidad de poder detectar varios biomarcadores, puesto que el cancer es una
enfermedad multifactorial asociada a multiples eventos en la célula’.

Ademéas de las técnicas basadas en biomarcadores existen otros métodos convencionales para
el diagnostico del cancer: ultrasonido, imagen por resonancia magnética, rayos X, tomografia
de emision de positrones y biopsia. Estas son ineficientes para la deteccion precoz del
neoplasma ya la mayoria de estas tecnologias estan basadas en criterios morfologicos'?
dependientes de propiedades fenotipicas del tumor’. Ademds presentan importantes
obstaculos: son relativamente lentas, laboriosas, demandan mucho tiempo, requieren una
magquinaria sofisticada convirtiéndolos en caros y de bajo rendimiento'?.

En consecuencia a estas limitaciones, la meta para el diagnostico clinico del cancer consiste
en desarrollar una técnica analitica con mayor especificidad y sensibilidad por los
biomarcadores a la vez que afrontar los inconvenientes de las anteriores, al ser de menor

coste, mayor rapidez y adaptable a diferentes marcadores'.
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1.4 Sensores electroquimicos

Recientemente, a causa de la necesidad de disenar y desarrollar materiales altamente sensibles
y dispositivos de deteccion para identificar a las personas con tumores pre-malignos y pre-
metastasicos, ha surgido un creciente interés en los biosensores'>. Un biosensor es un
dispositivo analitico que integra un elemento de reconocimiento bioldgico en un transductor
dando una sefal cuantificable proporcional a la cantidad de analito en la muestra.
Dependiendo de la naturaleza del transductor los biosensores se clasifican en electroquimico,
optico, piezoeléctrico y termométrico'?. Entre ellos, los biosensores electroquimicos son los
mas adecuados en el contexto de la aplicacion biomédica, debido a su enorme potencial, ya
que constituyen un ejemplo de sensor de alta especificidad para medir niveles
extremadamente bajos de marcadores para detectar las alteraciones en las primeras etapas de
la enfermedad"’. Constan principalmente de dos partes: un elemento receptor que reconoce el
analito que se quiere detectar y otro elemento transductor encargado de transformar este

fenomeno biologico en una sefial electrica'*'

por medio de reacciones quimicas que
consumen electrones generando un potencial electroquimico. Esta sefal es facilmente

procesable por sistemas electronicos (Figura 4).

Muestra de Transductor
medida l
| |
Elemento Sistema
sensor electronico

Fig 4. Estructura basica de un biosensor electroquimico

Gracias a su versatilidad pueden identificar una variedad de biomoléculas con gran
especificidad, sensibilidad y mayor rapidez en obtener resultados al reducir el nimero de
etapas en el procedimiento de deteccion respecto a otras técnicas convencional lo que supone
una simplificacion.

Los biosensores para la deteccion de secuencias especificas de dacidos nucleicos o
genosensores utilizan como elemento de reconocimiento una secuencia de oligonucleotidos
complementaria a la secuencia que pretendemos determinar y que, en nuestro caso, es el

analito, y se fundamenta en la conversion del proceso de hibridaciéon en una sefial medible

-8-



(Figura 5). En este caso, el acontecimiento biologico es una hibridacion selectiva de las
secuencias de oligonucledtidos con bases complementarias'’. Se trata de un candidato
prometedor debido a sus caracteristicas analiticas como son alta sensibilidad y especificidad,
bajos limites de deteccion, tiempo de andlisis corto, bajo coste, ademas, permiten realizar

analisis en tiempo real, pudiendo ser automatizados y miniaturizados.
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Figura 5: Reaccion de hibridacién del elemento de reconocimiento con el analito y transduccién de la

sefal.

OBJETIVOS

Dada la importancia del diagnostico de cancer a tiempo para permitir que el tratamiento sea
efectivo este trabajo tiene como objetivo realizar una revision bibliografica de biosensores
electroquimicos disefiados para detectar miARNs como biomarcadores del cancer con el

objetivo de conocer la evolucion, regresion y respuesta a la terapia farmacolégica.

METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo, se ha llevado a cabo una revision bibliografica de articulos
cientificos publicados en revistas que se encuentran recogidos en diversas bases de datos
como Elsevier, Science Direct y PubMed.

Las palabras clave usadas para realizar la busqueda han sido: electrochemical biosensor,
cancer, genosensor, biosensor, microARN.

Se ha realizado una busqueda de articulos en espaiol e inglés.




RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente para la deteccion de miARN relacionados con el cancer se utilizan técnicas de
Northern Blot y PCR a tiempo real, no obstante estas técnicas son caras y laboriosas y de baja
sensibilidad en el caso de Northern Blot. Teniendo en cuenta la importancia de un diagndstico
precoz para aumentar la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer, un método de
deteccion temprano es un reto que debe desarrollarse. En la busqueda de un método simple,
de bajo coste, de mayor sensibilidad, fiable y detecciéon répida aparecen los biosensores
electroquimicos, de uso rutinario. Ademas los pasos experimentales carecen de toxicidad. Es
decir estos dispositivos portatiles presentan ventajas y propiedades atractivas para su
desarrollo. Sin embargo, a dia de hoy, los biosensores deben afrontar los retos que presentan
las caracteristicas de miARN, como son las longitudes cortas y las secuencias muy similares
entre los miembros de la familia miARN, que complican la etapa del disefio de la sondas de
oligonucledtidos en el desarrollo del biosensor. Se han estudiado diversos tipos de sondas de
captura complementarias al miARN a determinar, siendo las mas utilizadas sondas de ADN'™
1 sondas de ARN?" y sondas de APN *'*, Entre ellas se destacan los APN que son 4cidos
peptidonucleicos en los que se sustituyen los enlaces fosfodiéster del azucar-fosfato, que
forman el esqueleto del ADN, por enlaces peptidicos entre unidades de N-(2-aminoetil)
glicina repetidas. Su interés como sonda de captura se debe a que los hibridos APN/ADN
tienen mayor estabilidad térmica que los ADN/ADN como consecuencia del esqueleto neutro

de los APN.

Para la deteccion selectiva de miARN a través de la hibridacion, los retos que presentan los
miARN, ya mencionados, dificultan el desarrollo de métodos de hibridacion tipo sandwich
(que hacen uso de una tercera sonda de oligonucleotidos, denominada sonda indicadora o
sefalizadora) ya que resulta dificil marcar la sonda de oligonucle6tidos y disefiar longitudes

correctas de sonda de captura e indicadora.

Respecto a los métodos de deteccion se pueden dividir en dos grandes grupos, métodos que
requieren el uso de marcas electroquimicas y métodos libres de marcaje. Considerando los
métodos que requieren marcaje, se han disefiado biosensores electroquimicos para la
deteccion de microARN basados en microARNs marcados con moléculas electrocataliticas™
24,2526

y basados, mayoritariamente, en el uso de nanoparticulas funcionalizadas o marcadas

Los métodos sin marcaje suponen una alternativa muy interesante debido a que se evitan los
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protocolos laboriosos y los reactivos costosos usualmente envueltos en los sensores que
requieren marcadores electroquimicos. Se han desarrollado biosensores para la deteccion de
microARN en cancer que hacen uso de la deteccion directa del ARN mediante la medida de la

oxidacion de las bases nucleotidicas' o mediante el uso de moléculas redox %,

En la tabla 1 se muestran algunos de los genosensores electroquimicos de miARN
relacionados con el cancer, desarrollados para su deteccion. A continuacion se explicardn con
detalle dos ejemplos elegantes de estos biosensores, seleccionados por sus caracteristicas

analiticas y por su metodologia de deteccion.

Tabla 1: Genosensores electroquimicos desarrollados para la deteccion de miARNSs.

Técnica Intervalo Referencia

Metodologia

Tiempo
electroquimica lineal (nM) de
ensayo

(h)

Sensor, basado en  Voltametria de miARN-21 10M-1 7 Labib y col.
nanoparticulas de onda cuadrada miARN-32 (2013)%

oro, combinado: miARN-132

hibridacion,

union de proteina

p19y

desplazamiento de

p19

Sensor basado en  Voltametria y miARN-21 10 7-7x10° 147 Yin y col
nanoparticulas de Amperometria (2012)%

oro y un sistema

de triple

amplificacion

Bioensayo Voltametria de = miARN-522 0,01-0,2 1,2 Bartosik  y
magnético basado pulso diferencial col. (2014)”
en microesferas

Plataformas Amperometria  miARN-21 1,4x10 *- 107 2,3 Campuzano
magnetobiologicas y col.
desechables (2014)”
basadas en p19
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Deteccion sin Voltametria miARN-21 1x10%- 10 0,5 Salahandisha
etiqueta AgNPs y col.
intercalados en (2018)*

polianilina y

grafeno

Nanobiosensor Voltametria miARN-155 2x107°- 8x10° 0,5 Azimzadeh y
basado en 6xido col. (2016)”
de grafito y éxido

de oro

Sensor con Voltametriade miARN-21  1x107°-0,001 1 Miao y col.
amplificacién onda cuadrada (2015)**
enzimatica

mediada por

endonucleasa

Deteccion electroquimica de tres modos de niveles ultra bajos de microARN

En este trabajo, Labib y col?® desarrollaron un sensor electroquimico basandose en las
propiedades unicas de union de la proteina p19 para la deteccidon y cuantificacion de niveles
ultra bajos de miARN 21 en un amplio rango dinamico de concentraciones. Esta proteina de
fusion de 19kDa, pertenece al Tombusvirus de la mancha anular de clavel italiano (del inglés
Carnation Italian Ringspot Virus, CIRV) y actia como supresor de la via de silenciamiento de
ARN. Esta proteina se une especificamente a los miARNSs, una vez hibridados con su cadena
complementaria, con afinidad nanomolar de manera independiente de la secuencia y con
selectividad de tamafio. Una caracteristica fundamental es que la proteina p19 no interactua
con ARN de cadena simple o ADN de cadena simple o doble. La especificidad de union de
los pl19 a 20-23 pares de bases de doble cadena de ARN (dsARN) y los contactos
intermoleculares directos/mediados por el agua entre la proteina de fusion y el miARN
permiten la deteccion de la estructura hibrida miARN-antimiARN™. La interaccion entre la
cadena fosfato-aziicar o 2' OH de la doble hélice de ARN y pl9 ocurre ya sea
electrostaticamente o a través de la formacion de enlaces de hidrogeno. La capacidad de p19
para acomodar la doble cadena de ARN podria atribuirse a la plasticidad estructural de las

hélices que contiene el p19™.
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Este sensor combinado acopla tres modalidades de deteccion basadas en hibridacion (H-
SENS), unién de proteinas p19 (P-SENS) y desplazamiento de proteinas (D-SENS).

Para ello se emplea una sonda de ARN tiolada complementaria al miARN a detectar, la cual
se unira a un electrodo de carbono serigrafiado con nanoparticulas de oro debido a la afinidad
entre el oro y los grupos tioles (Figura 6a). La hibridacion del miARN con su sonda
complementaria inmovilizada en la superficie electrodica provoca un aumento de la
intensidad de la corriente, medida por voltamperometria de onda cuadrada (SWV) (Figura
6b).

La adicion del homodimero p19 al hibrido de ARN formado amplifica la sefial, ya que causa
una gran disminucidn en la densidad de corriente y por lo tanto mejora el rango de deteccion
por un fenémeno de apantallamiento en el electrodo (Figura 6¢). Més atn, al afiadir el
miARN 200 y su sonda complementaria, se forma un nuevo hibrido, que al estar a mayor
concentracion que el anterior en la solucidon, provoca una disociacion de la proteina p19 de su
complejo formado anteriormente con el hibrido inmovilizado, desplazandose hacia el nuevo
hibrido no tiolado, dando lugar, por lo tanto, a un aumento en la densidad de corriente (Figura

6d).
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Figura 6: Sensor electroquimico para la deteccién de miRNAs basado en el uso de proteina p19*®

El sensor combinado HPD es adecuado para el andlisis de multiples miARNs en un solo
electrodo de carbono serigrafiado con nanoparticulas de oro modificadas, de bajo coste y
disponible en el mercado. La voltamperometria de onda cuadrada (SWV) para el analisis de

-13 -



miARN supone una técnica rapida con ventajas bien establecidas. Se alcanza un limite
extremadamente bajo de deteccion hasta 90 moléculas de miARNs por 30 pL de muestra en
un amplio rango dindmico de concentraciones de miARNs, de 11 6rdenes de magnitud, que se
extiende desde 1x10"' pM hasta 1 pM, sin ningin tipo de etiqueta fluorescente o
amplificacion por PCR. Por tanto, este sensor de tres modalidades de deteccion exhibe alta
selectividad y especificidad al tener unos limites de deteccion bajos y buena discriminacion
de las corrientes de fondo. El biosensor desarrollado también se utilizé en el analisis
secuencial de miARN-32 y miARN-122 en un tnico electrodo. Ademas, el H-SENS puede
reconocer miARNs con contenido de diferente de A/U y G/C y distinguir entre un miARN
totalmente compatible y un miARN que comprende una mutacién terminal o una mutacion de
base Unica intermedia. Ademas, el H-SENS y el P-SENS se emplearon con éxito para la
deteccion directa y caracterizacion de tres miARNs endogenos en suero humano, miARN-21,
miARN-32, y miARN-122, descritos como potentes biomarcadores de cancer de prostata,
colorrectal, de higado y de mama. Estos resultados del sensor fueron validados por PCR a

tiempo real.

Determinacion de la hibridacion de miARN mediante tres pasos de amplificacion

Otro enfoque extraordinario, elaborado por Yin y col”’ para la deteccion directa de la
hibridacion de miARN, especificamente miARN-21, sin etiquetas, plantea un biosensor
basado en una triple amplificacion de sefial. Este biosensor estd formado por un electrodo de
carbono vitrificado (GCE) sobre el que se inmovilizan grafeno y nanoestructuras de oro
dendritico (DenAu) para mejorar la conductividad y el area efectiva de la superficie
electroquimica. Gracias a la propiedades que confiere la adiciéon de DenAu, se aumenta ain
mas la superficie efectiva del electrodo y, por lo tanto, tiene el potencial de anclar un mayor
nimero sondas tioladas de acido nucleico bloqueado (de! inglés, LNA Locked Nucleic Acid)
para amplificar la sefal. El LNA, también conocido como ARN inaccesible, integra la
molécula baliza, es decir la sonda de captura especifica con forma de horquilla
complementaria al miARN-21, que hibridan dejando el final de la sonda de captura libre.

A continuacidn, se adicionan al medio nanoparticulas de oro (AuNPs) funcionalizadas, con
varias cadenas de ADN biotiniladas y una cadena de LNA marcadora. Esta cadena de LNA
marcadora hibrida con el fragmento no hibridado de la sonda de captura, de tal manera que se
aumenta la cantidad de biotina inmovilizada. Seguidamente, para la amplificacion de la sefial,
se utiliza conjugados enzimaticos de estreptavidina-peroxidasa de rdbano picante (Strp-HRP)
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que se unira a las sondas de ADN biotiniladas por medio del enlace de afinidad biotina-
estreptavidina de alta afinidad, quedando de esta manera el enzima peroxidasa inmovilizada
en la superficie del electrodo. De este modo se cataliza la reaccion de oxidacion de la
hidroquinona por H,O, para formar benzoquinona y mejorar la sefial de reduccion
electroquimica de la benzoquinona. Este proceso se recoge en el esquema de la figura 7.

Gracias a estas amplificaciones, se alcanza un limite de deteccion de 10 7 uM. Este biosensor
altamente sensible y selectivo permiti6 el analisis directo y libre de PCR de la expresion de
miARN-21 en el ARN total extraido de las células BEL-7402 del hepatocarcinoma humano,

el quinto cancer mas comun en todo el mundo, y la tercera causa mas comin de muerte por

,
cancer.
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Figura 7: Determinacion cronoamperométrica de la hibridacion de miRNA mediante tres pasos

de amplificacion’’

CONCLUSIONES

El uso de miARNs como biomarcadores del cancer se ha convertido en un atisbo de esperanza
para el diagndstico precoz de esta enfermedad mortal. Es por ello, que a pesar de que el
campo de investigacion de miARNSs circulantes esté todavia en su etapa inicial, al ser
moléculas de facil acceso y relativamente estables en sangre, presentan un enorme potencial.

Un método de deteccion eficaz para el perfilado no invasivo de miARN deberia implicar
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protocolos sencillos y rapidos, de alta sensibilidad y especificidad, con la cantidad minima de
muestra y bajo coste. Todas estas ventajas caracterizan a los genosensores electroquimicos,
portatiles, desechables, con posibilidad de monitorizaciéon y miniaturizacion.

Los usos de los biosensores en la deteccion precoz, la monitorizacion y el estado del cancer
son claves prometedoras para un tratamiento eficaz, que reducira la tasa de mortalidad de los
pacientes. Sin embargo, todavia hay varios retos que deben ser abordados antes de que sean
aceptados entre los métodos estdndar actuales de PCR o Northernblotting. Antes de su
aplicacion para el diagndstico clinico, estos prometedores enfoques basados en la
nanotecnologia deben ser validados criticamente para la sensibilidad predictiva y la

selectividad.
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