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Abstract

Con la edad, en un numero creciente de células del
organismo se producen danos en el DNA que derivan en
senescencia celular [1]. Las células senescentes se
acumulan en los tejidos creando microambientes pro-
tumorales y aumentando la expresion de diversos
biomarcadores, entre los que cabe destacar el factor de
diferenciacion de crecimiento 15 (GDF-15) y el inhibidor
tisular de la metaloproteinasa 1 (TIMP-1), ambos
implicados en procesos de senescencia celular y metastasis
en cancer colorrectal (CRC) [2-4].

Con el propoésito de profundizar en el papel de dichos
biomarcadores en estos procesos, recientemente se han
desarrollado inmunoplataformas electroquimicas
aplicadas con éxito al analisis de extractos y secretomas de
células de CRC con diferente capacidad metastasica y de
plasma y tejido de pacientes con CRC en distintos estadios.
Los resultados obtenidos han puesto en valor el papel que
juegan estos dos biomarcadores en el entendimiento y
tratamiento de estos trastornos.

1. Introduccion

La senescencia se define como el proceso de
envejecimiento de las células hasta que dejan de dividirse
sin morir. Las células senescentes se acumulan en los
tejidos del organismo y permanecen activas liberando
sustancias dafiinas que producen inflamacién y lesiones en
las células vecinas e intervienen en la aparicién de
enfermedades como el cancer [5]. De hecho, la
acumulacién de células senescentes en los tejidos crea
microambientes pro-tumorales a través del fenotipo
secretor asociado a senescencia (SASP), aumentando la
expresion de quimioquinas, proteasas, factores de
crecimiento, citoquinas y otros biomarcadores [2]. Entre
estos, el factor de diferenciacién de crecimiento 15 (GDF-
15) y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1 (TIMP-
1) se han relacionado con senescencia celular y metastasis
en cancer colorrectal (CRC) [2-4]. Es por ello por lo que
disponer de tecnologias que permitan la determinacién de
estos dos biomarcadores en el microambiente tumoral,
tanto de forma individual como simultanea, se considera
de gran interés para profundizar en el papel que
desempefian en la senescencia celular y progresion del
CRC, asi como en la relacién entre estos procesos,
determinante para mejorar su comprension y tratamiento.
Las tecnologias que se utilizan habitualmente para

determinar dichos biomarcadores, enzimoinmunoanalisis
de adsorcion (ELISA), tecnologias de inmunotransferencia
en membrana (blotting), reacciéon en cadena de la
polimerasa con retrotranscripcion (RT-PCR) e incluso
resonancia de plasmoén superficial (SPR) no alcanzan a
cumplir las demandas de la clinica actual en términos de
simplicidad, costo asequible, posibilidad de
determinaciones multiplexadas y aplicabilidad en el punto
de atencion [2, 3]. Considerando el gran potencial de los
biosensores electroquimicos en este campo, y aunando la
experiencia de nuestro Grupo de Investigacion de
Electroanalisis y (Bio)sensores Electroquimicos de la
Universidad Complutense de Madrid (GEBE-UCM) en el
desarrollo de plataformas electroquimicas, con la del
Grupo de Investigacién ProteoFun de la Unidad de
Protedmica Funcional del Instituto de Salud Carlos III en el
empleo de tecnologias proteémicas de tltima generacion
para identificar (bio)marcadores y de herramientas
(bio)informaticas modernas para analizar y concluir los
resultados obtenidos y con acceso a muestras clinicas, en
esta ultima década hemos contribuido de forma
determinante a valorizar la competitividad de las
tecnologias electroanaliticas de udltima generacién para
realizar determinaciones multiplexadas, incluso en
diferentes niveles moleculares, y en el gran reto que
supone el andlisis de muestras biologicas de elevada
complejidad, como el secretoma celular, que permiten
estudiar en mayor profundidad el microambiente tumoral.
En el marco de este escenario colaborativo ideal,
recientemente hemos desarrollado, descrito y aplicado
tecnologias inmunoelectroquimicas habilitadoras tanto
para la determinacién individual como simultanea de GDF-
15 y TIMP-1 [2, 3], cuyas caracteristicas y aplicabilidad se
resumen en este articulo.

2. Descripcién y caracteristicas de las
inmunoplataformas desarrolladas

Las bioplataformas propuestas combinan las ventajas del
uso de microparticulas magnéticas (MBs) y transduccion
amperométrica sobre electrodos serigrafiados de carbono
con uno (SPCEs) o dos (SPACEs) electrodos de trabajo, lo
que las hace particularmente adecuadas para determinar
los biomarcadores diana en muestras clinicas de forma
sencilla, en tiempo reducido y empleando instrumentacién
de coste asequible y caracter portatil, aspectos clave en
aplicaciones rutinarias e in situ. En la Fig. 1 se muestra un
esquema de la fabricacion de la bioplataforma dual
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desarrollada y de la obtencion de respuestas
amperométricas, comprobandose la ausencia de

reactividad cruzada entre los electrodos adyacentes y la
excelente especificidad de los anticuerpos empleados
hacia su proteina diana. Asi, la construccion de la
inmunoplataforma dual se llevo a cabo preparando lotes
independientes de inmunocomplejos tipo sandwich de
cada proteina diana empleando anticuerpos especificos de
captura (CAb) y de deteccion biotinilados (b-DAb) que se
marcan enzimdaticamente con un conjugado comercial de
estreptavidina y la enzima peroxidasa de rabano (Strep-
HRP) siguiendo los procedimientos optimizados
previamente para cada una de las plataformas individuales
[2, 3]. Para realizar la transduccién amperométrica a -0.20
V (vs. el electrodo de pseudoreferencia de Ag) usando el
sistema electroquimico H20z/HRP /hidroquinona (HQ), las
MBs modificadas con los inmunocomplejos de cada diana
se atrapaban magnéticamente en el electrodo de trabajo
correspondiente de los SPACEs, obteniéndose variaciones
de corriente catdédica directamente proporcionales a la
concentracion de cada marcador. En las condiciones
experimentales exhaustivamente optimizadas (Tabla 1) se
obtuvieron las caracteristicas analiticas y operacionales
recogidas en la Tabla 2.

Como se puede observar en la Tabla 1, el tiempo necesario
para la preparacion de los inmunoconjugados CAb-MBs
para la determinaciéon de GDF-15 es mayor que para el
analisis de TIMP-1. Ademas, mientras que la formacion del
inmunocomplejo de TIMP-1 se puede llevar a cabo en una
sola etapa de incubacién de 60 min con una disolucién
mezcla de TIMP-1, b-DAbmivp1 y Strep-HRP, el
inmunocomplejo de GDF-15 se prepar6 en tres etapas
incubando las CAbgpr-15-MBs secuencialmente en las
disoluciones de la proteina diana, el b-DAbgcpr-15, y el

TIMP-1+b-DAb ey 7

HOOC-MBs CAbyps S otrop R ,

==

trazador enzimatico Strep-HRP, respectivamente, lo que
supone un tiempo total de 75 min, algo mayor que el
requerido para formar el inmunocomplejo de TIMP-1. Este
hecho puede deberse a las diferentes eficiencias de los
procesos de captura y/o marcaje por las distintas
afinidades de los anticuerpos empleados para cada una de
las dianas.

Tabla 1. Variables experimentales optimizadas para la
determinacién de GDF-15 y TIMP-1.

Variable GDF-15 TIMP-1
[CADb], pg mL-? 25.0 25.0
tinc (CAb), min 45 2.5
N¢ etapas ensayo 3 1
[b-DAb], pg mL-1 0.5 1.0
Dilucién Strep-HRP 1/1000 1/1000
Ttinc (GDF-lS), min 15 -
tinc (b-DAbcpF-15), min 30 -
tinc (Strep-HRPGpF-15), min 30 -
tinc (TIMP-1 + b-DAbrimp-1 + - 60

Strep-HRP), min

Por lo que se refiere a las caracteristicas analiticas y
operacionales obtenidas con las inmunoplataformas
desarrolladas (Tabla 2), cabe destacar, en primer lugar, los
bajos limites de deteccion (LODs) calculados que se
encuentran muy por debajo de los valores de corte séricos
descritos para identificar pacientes con CRC (1000 pg mL-
1 para GDF-15 [6, 7] y 200-600 ng mL-! para TIMP-1 [8-
10]). Por otro lado, la buena reproducibilidad que
demuestran estas inmunoplataformas, con desviaciones
estandar relativas (RSDs) siempre inferiores al 5 %,
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Fig. 1. Fabricacion de la inmunoplataforma dual para la determinacién simultanea de GDF-15 y TIMP-1 y transduccién

amperométrica. Figura preparada con ayuda de Biorender.
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Tabla 2. Caracteristicas analiticas y operacionales de las inmunoplataformas desarrolladas para la determinacion de

GDF-15y TIMP-1.

Parametro Bioplataformas individuales Bioplataforma dual
GDF-15 TIMP-1 GDF-15 TIMP-1
Intervalo lineal, pg mL-! 140-10000 43-2500 55-1000 64-1000
Pendiente, nA mL pg-! 0.236 £ 0.005 1.16 £ 0.03 0.23+0.01 0.35%0.01
Ordenada en el origen, nA 56 +21 70 £ 36 29+7 52+6
R? 0.9964 0.9960 0.9906 0.9969
LOD?, pg mL-1 42.0 13.01 16.6 19.2
RSD? (n=10), % 4.3 3.6 2.1 2.8
Estabilidad3, dias 28 28 28 28
Tiempo de andlisis*, min 75 60 75 60

1Valores estimados segun el criterio 3xs,/m; 2valores calculados a niveles de concentracién de 1000 (plataformas individuales) y 500 pg
mL-1(cada biomarcador, plataforma dual); 3estabilidad de los conjugados CAb-MBs una vez bloqueados con etanolamina conservados en
PBS a 4 °C; 4calculado desde el momento de incubacién en la disolucion que contiene los biomarcadores diana.

confirman la viabilidad y fiabilidad de los procesos de
fabricacion de los inmunocomplejos, su captura
magnética sobre los electrodos de trabajo y de la
transducciéon amperométrica, tanto sobre SPCEs como
sobre  SPdCEs. Ademdas, la estabilidad de
almacenamiento de ambos inmunoconjugados CAb-MBs
en tampo6n fosfato salino (PBS) a 4 °C, de al menos 28
dias, permite simplificar y acortar los tiempos de ensayo
y facilita llevar a cabo determinaciones en el punto de
atencion.

La selectividad de las inmunoplataformas descritas se
estudié comparando las respuestas amperométricas
obtenidas en ausencia y presencia de algunas proteinas
que, por encontrarse presentes en suero o plasma
humanos, podrian actuar como posibles interferentes.
De todas ellas, sélo la hemoglobina humana (Hb) y la
albimina de suero humano (HSA) provocaron
interferencia en la determinacién de TIMP-1 a los
niveles de concentracién mas elevados ensayados,
mientras que tanto la Hb, como la HSA, la
inmunoglobulina G de suero humano (hIgG) y el TNFa
humano lo hicieron en la determinaciéon de GDF-15. Sin

Célula senescente
GDF-15
M & ;
) %

L (
\\f/ o

Anadlisis de muestras clinicas

Célulanormal

Extractos celulares Tejidos Plasma

embargo, estas interferencias se minimizaban tras una
diluciéon y, ademds, su presencia y concentracién
depende de la naturaleza de la muestra a analizar.

3. Aplicacion al analisis de muestras clinicas

La aplicabilidad de las plataformas descritas se evalu6
analizando muestras clinicas de diferente naturaleza
(Fig. 2): extractos (plataforma individual de TIMP-1) y
secretomas (plataforma dual) de células CRC
metastasicas y no metastasicas, muestras de plasma de
pacientes con CRC en diferentes estadios de la
enfermedad e individuos sanos (plataforma individual
de GDF-15 y plataforma dual) y extractos de tejidos
adyacentes tumorales y no tumorales de pacientes de
CRC en estadios avanzados de la enfermedad (IIl y IV)
(plataforma  TIMP-1). Las muestras fueron
proporcionadas por el biobanco del Hospital Clinico San
Carlos tras recibir el consentimiento de los pacientes y
la aprobacién de su Comité Etico (CEI PI 45 y CEI PI
13_2020- v2).

Sobreexpresion de ambos Céncer colorrectal
biomarcadores . (CRC)

Secretomas

Fig. 2. Procesos de senescencia celular y CRC: muestras clinicas ensayadas. Figura preparada con ayuda de Biorender y

Servier Medical ART.
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Los resultados de estas investigaciones nos permitieron
concluir:

(1) El potencial de la plataforma individual de GDF-15 para
analizar muestras de plasma diluidas 25 veces
necesitando tan solo 1 pL de muestra por
determinacién [2]. Aunque no se aprecid efecto matriz,
dada la pequena cantidad de biomarcador presente en
el volumen de muestra analizada, se opté por emplear
el método de adiciones estindar para llevar a cabo
estos andlisis. Los resultados obtenidos confirmaron un
nivel mayor de GDF-15 en las muestras de plasma
procedentes de pacientes de CRC que en las de
individuos sanos y permitian ademas diferenciar entre
pacientes de CRC en estadios tempranos (I y II) y en
estadios avanzados (III y [V), resultados que
concuerdan con el potencial de este biomarcador para
la deteccion y prognosis de CRC, lo que podria
realizarse de forma minimamente invasiva con la
inmunoplataforma desarrollada y en tan solo 75 min.

(2) Los resultados obtenidos en el analisis de extractos de
células de CRC con diferente potencial metastasico
empleando la inmunoplataforma desarrollada para la
determinacién de TIMP-1 [3] confirmaron Ila
sobreexpresion de este biomarcador en las células
metastasicas de los pares isogénicos analizados,
resultados que concordaron con los obtenidos por
Western Blot (WB). Por otro lado, el andlisis de tejidos
de CRC pareados con esta bioplataforma derivé en
niveles mayores de TIMP-1 en las muestras tumorales.
Todo ello pone de manifiesto el potencial de la
inmunoplataforma desarrollada, que permite Ila
determinacién de TIMP-1 en las muestras analizadas
en tan sélo 1 h, partiendo de los inmunoconjugados
CAbrimp-1-MB, empleando unicamente 0.10 y 0.25 pg de
extractos tisulares y celulares, respectivamente,
ofreciéndose muy competitiva frente a otras técnicas
disponibles para este tipo de analisis como ELISA y WB.

(3)Finalmente, la viabilidad de la plataforma dual para la
determinacién simultanea de GDF-15 y TIMP-1 [3] se
evalud enfrentandola al andlisis de muestras de plasma
de individuos sanos y pacientes de CRC en estadios Il y
IVy de secretomas de células de CRC. Sélo fue necesaria
una dilucion de las muestras liquidas de 1/25 0 1/250
para GDF-15 y TIMP-1, respectivamente, tras lo cual y
dadala ausencia de efecto matriz, las sefiales obtenidas
para cada muestra se interpolaron en los calibrados
realizados para los estindares de cada diana. La
aplicacién de la inmunoplataforma dual al analisis de
muestras de plasma permitié discriminar entre
individuos sanos y pacientes con CRC, mientras que
aplicada al andlisis de secretomas fue capaz de
diferenciar entre muestras metastdsicas y no
metastasicas, resultados concordantes con los
obtenidos mediante Dot-Blot. Es de destacar que esta
ha sido la primera vez que se describe la determinacién
de estos biomarcadores en secretomas celulares. La
exactitud y reproducibilidad de las metodologias
descritas para el andlisis de muestras biolédgicas
complejas se demostraron mediante estudios de

recuperacion. Asimismo, la capacidad diagnéstica de
GDF-15 y TIMP-1 para el CRC se evalu6 mediante el

analisis estadistico construyendo curvas ROC
(caracteristica operativa del receptor), cuyos
parametros (area bajo curva, sensibilidad y

especificidad del 100 %), demostraron la plena

capacidad diagnéstica de estos biomarcadores CRC.
Resulta importante destacar la versatilidad de aplicacién
de las inmunoplataformas desarrolladas al andlisis de
muestras clinicas de diferente naturaleza, con diferentes
requerimientos para su obtencién y capaces de
proporcionar informacién diferencial y en muchos casos
complementaria para mejorar la fiabilidad y precision del
diagnostico y prondstico clinico y tanto de la enfermedad
original como circulante [11]. Asi, por ejemplo:
- El plasma, porciéon liquida de la sangre obtenida
mediante centrifugacion en presencia de
anticoagulantes, se obtiene mediante puncidon venosa,
método considerado minimamente invasivo, y se
caracteriza también por su elevado contenido proteico,
caracteristicas que lo convierten en una muestra ideal
para el andlisis clinico de rutina con el propdsito de
realizar el cribado de biomarcadores y monitorizar el
estado del paciente a lo largo de extensos periodos de
tiempo [12].
La obtencion directa de muestras de tejido sospechoso
de enfermedad requiere, sin embargo, procedimientos
de extraccion invasivos que pueden ocasionar
complicaciones posteriores en los pacientes, ademas de
incomodidad, dolor y molestias. A pesar de ello, el
andlisis de extractos tisulares aporta informacién
fundamental de las caracteristicas del propio tumor y su
grado de agresividad, esenciales para la toma de
decisiones terapéuticas en la medicina de precisién [13,
14].
Las lineas celulares se definen como poblaciones
homogéneas de células que se pueden cultivar
repetidamente, manteniendo sus caracteristicas
fenotipicas y sus funciones especificas. Las procedentes
de neoplasias asociadas a pacientes oncolégicos se
dividen rapidamente y tienen potencial para ser
cultivadas indefinidamente en un nimero aceptable de
pases, lo que, junto con su amplia disponibilidad
comercial en bancos de células, las convierte en
potenciales modelos in vitro para la investigacion
médica, el estudio de procesos fisiologicos y patologicos
y el descubrimiento de agentes terapéuticos
anticancerigenos [15, 16]. Dado que la membrana celular
representa una barrera fisica que, si se analizan células
enteras limita la informaciéon de los cambios producidos
en su interior, en muchas ocasiones se utilizan extractos
celulares, es decir, preparaciones que contienen los
componentes intracelulares liberados de células vivas
mediante procedimientos de lisis celular, para llevar a
cabo estudios proteémicos, transcriptémicos y
metabolémicos que proporcionan una visién mas global
de las poblaciones celulares y arrojan informacién mas
detallada de los procesos biolégicos en su contexto
natural [17].
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- El término “secretoma” engloba a todas las
macromoléculas secretadas por una célula al medio
extracelular, algunas de las cuales son proteinas que
desempefian un papel fundamental en la progresion
tumoral, la invasion, la metastasis y/o la angiogénesis
mediante la regulacion de las interacciones célula-célula
y célula-matriz extracelular. El secretoma del cancer se
emplea para investigar las interacciones que ocurren en
el microambiente tumoral, contribuyendo a la
comprensiéon de fendmenos como la inducciéon de la
tumorigénesis y la estimulacion de las células
inmunitarias [18-20]. Su andlisis constituye una
estrategia poderosa que ofrece informaciéon detallada
sobre las interacciones moleculares en el microambiente
tumoral, mejorando la comprensiéon de los procesos
oncoldgicos y proporcionando oportunidades para
enfoques mas precisos en diagnostico y tratamiento. Es
importante  destacar que la  concentracién
significativamente inferior de marcadores en los
secretomas en comparacién con extractos celulares
requiere de tecnologias particularmente sensibles para
su evaluacién, como las bioplataformas que se han
descrito en este articulo, resultando a menudo imposible
su analisis con las tecnologias convencionales de
“blotting”.

El potencial demostrado por las bioplataformas descritas

para realizar el analisis de muestras clinicas de compleja 'y

diferente naturaleza, empleando cantidades muy

pequeilas de material biolégico y en tiempos de andlisis
muy cortos es, por todo ello, de gran importancia no sélo
para la deteccion temprana de enfermedades como el CRC,
condicionante tanto de la calidad como de la esperanza de
vida, sino también para la evaluacién de cualquiera de sus
estadios, incluso antes de que sus sintomas se manifiesten,

y para la localizacién de lesiones precancerosas, lo que

podria ayudar a frenar el desarrollo del cancer.

4. Conclusiones

Este articulo resume los logros obtenidos recientemente
en el desarrollo y aplicaciéon de nuevas bioplataformas
electroquimicas para la determinacién, tanto individual
como simultanea, de GDF-15 y TIMP-1, biomarcadores de
relevancia emergente relacionados con senescencia
celular y el diagnéstico y pronéstico del CRC. Estas
inmunoplataformas se basan en la formacién de
inmunocomplejos tipo sdndwich entre los biomarcadores
diana y anticuerpos especificos empleados para
capturarlos sobre la superficie de microparticulas
magnéticas y detectarlos mediante marcaje con HRP. Los
inmunocomplejos formados se capturan magnéticamente
sobre los electrodos de trabajo de electrodos serigrafiados
desechables para la transduccién amperométrica final con
el sistema H202/HRP/HQ. El atractivo rendimiento
analitico de las inmunoplataformas desarrolladas que
ofrecen LODs considerablemente inferiores a los valores
de corte establecidos en suero para diagnosticar varios
tipos de cancer con reproducibilidad, estabilidad y
selectividad destacables, han permitido su aplicacién con
resultados muy prometedores en el analisis de pequefias

cantidades de una variedad de muestras clinicas
relevantes de alta complejidad. Los anticuerpos de los kits
ELISA recomendados para la determinacién de TIMP-1 o
GDF-15 en sobrenadante de cultivos celulares, suero y
plasma se han utilizado con resultados confiables incluso
en extractos de células y tejidos y, por primera vez, en
secretomas celulares. Las bioherramientas desarrolladas
han demostrado su capacidad para distinguir entre
individuos sanos y pacientes con CRC empleando tanto
biopsias liquidas como soélidas, en tiempos muy cortos
(poco mayores de 1 h), y utilizando protocolos simples y
cantidades minimas de muestra. Las tecnologias
desarrolladas emplean ademds  instrumentacion
electroquimica de bajo coste compatible con analisis de
rutina y, en su caso, con dispositivos portatiles que
permitirfan realizar mediciones in situ para seguir
contribuyendo tanto a arrojar luz en su papel en los
procesos de senescencia celular como al diagnéstico,
pronostico y terapia de precision en CRC.
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