Desarrollo de un biosensor electroquimico basado
en aptameros para la deteccion del PSA 'y su
isoforma p2PSA.
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PRESENTACION

El antigeno especifico de proéstata (PSA) es el biomar-
cador mas utilizado para el tamizaje del cdncer de
prostata (CP) en todo el mundo. Sin embargo, dista
de ser un marcador ideal por o que se ha estudiado
la contribucién de algunas de sus isoformas. Aunque
existe una amplia variedad de técnicas analiticas que
permiten su deteccién y cuantificacion de forma sensi-
ble, actualmente se estd buscando la implementacién
de sistemas portables que faciliten su uso por parte del
personal de salud y permitan ampliar el acceso a un
mayor numero de personas. Como alternativa, se ha
estudiado la articulacién entre los complejos aptame-
ro-PSA y sistemas electroquimicos que favorecen el di-
seflo de dispositivos portables. Esta aproximacion ofre-
ce nuevos retos como el disefio de un sistema trans-
ductor de sefiales que permita la deteccidn sensible y
especifica de las proteinas de interés.

RESUMEN

La cuantificacion del PSA ha permitido la reduccion
de la mortalidad por CP entre un 20 y 30% solo en el
continente americano. Sin embargo, existen escena-
rios clinicos en donde este biomarcador no permite la
distincion entre estados patoldgicos o fisioldgicos. En
consecuencia, se han desarrollado estudios encami-
nados a aumentar la capacidad diagndstica y pronds-
tica de este biomarcador desde dos frentes: el estudio
de la biologia vy fisiologia del PSA y el desarrollo de
sistemas de deteccidn portables. Se ha estudiado un
amplio espectro de isoformas del PSA siendo una de
las més promisorias el p2PSA, que permite mejorar la
predicciéon de desarrollar CP Por su parte, el estudio
de sistemas portables ha llevado a la articulacién de
sistemas de reconocimiento mas estables (como los
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aptameros), con dispositivos basados en electrodos
que ofrecen una gran diversidad de configuraciones.
Aunque se cuenta con multiples estudios publicados
a la fecha, se pueden identificar los siguientes escena-
rios de mejora:

El disefio de aptameros no ha sido enfocado en el re-
conocimiento de isoformas del PSA, son disenados
para reconocer PSA recombinante o no han sido reta-
dos con muestras de suero para identificar reacciones
inespecificas.

El sistema compuesto por el electrodo de trabajo,
electrodo de referencia y contra electrodo no estan
articulados en un Unico dispositivo lo que puede difi-
cultar su adaptacién a sistemas portables.

Aunque existe una amplia variedad de combinacio-
nes de nano materiales y potenciadores de sefial para
establecer el sistema transductor muchos de estos sis-
temas resultan complejos, de alto costo o dificilmente
extrapolables a un dispositivo portable.

Pregunta de investigacion: ;Como articular un
sistema transductor electroquimico y un elemento
de reconocimiento tipo aptdmero en un dispositivo
potencialmente portable que permita la deteccidn del
PSA y su isoforma p2PSA?

Objetivo general: Desarrollar un sistema electroqui-
mico para la deteccion del PSA y el p2PSA utilizando
aptdmeros como elementos de reconocimiento.

Metodologia propuesta: Se desarrollara en tres gran-
des etapas: i) desarrollo del aptdmero para reconoci-
miento del PSA y p2PSA, ii) articulacion del sistema
transductor e iii) identificacién de interferencias y
limite de deteccion del dispositivo utilizando mues-
tras de suero comerciales. Para la primera etapa se
estudiardn secuencias de aptameros reportadas pre-
viamente y con ellas se construird una biblioteca de
secuencias que serd retada con muestras de suero y
proteinas de interés para obtener aptdmeros especi-
ficos. Se evaluara la constante de disociacion (K ) de
los aptdmeros obtenidos para seleccionar aquellos
con mayor capacidad de union. En paralelo, se eva-
[uaran tres sistemas transductores articulados sobre
electrodos serigrafiados utilizando combinaciones
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de 6xido de grafeno (OG), nafién y azul de metile-
no. Cada sistema serd evaluado por espectroscopia
de impedancia (EI), voltamperometria ciclica (VC) y
voltamperometria de onda cuadrada (VOC) utilizado
[Fe(CN) 6]5'/4’ como cupla redox. Finalmente se integra-
ran los aptdmeros con mejor K, con el sistema trans-
ductor que presente la mejor resolucidn de sefales. EI
dispositivo resultante se retaré frente a sueros comer-
ciales para identificar y corregir posibles interferen-
cias en la senal y evaluar su potencial como disposi-
tivo diagnostico.

RESULTADOS OBTENIDOS Y ESPERADOS:

Se han disefiado cinco bibliotecas para obtener apta-
meros utilizando SELEX. Una de estas bibliotecas se
evalud por gPCR, pero no se obtuvo amplificaciéon.
Se probaré una segunda biblioteca mejorando los pa-
rametros de secuencia que faciliten su amplificacién
por gPCR tratando de no afectar la estructura base
del aptamero.

Se observ¢ variabilidad en la resistencia a la transfe-
rencia de carga (R ) de los electrodos sin modificar.
Se estudio la electrodeposicion de oro por VC y cro-
noamperometria (CA) y el anclaje de un aptdmero
modelo sobre el electrodo modificado con oro obser-
vandose un aumento en el paso de corriente por VC
y VOC.
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