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1. RESUMEN

En este trabajo se trata la importancia de los biosensores basados en la Resonancia de
Plasmon de Superficie (SPR) y sus aplicaciones. El funcionamiento de este tipo de
dispositivos estd basado en un fendmeno 6ptico denominado SPR. A partir de ellos y
aplicando los principios fisicos que rigen el SPR, los biosensores pueden aportarnos gran
cantidad de informacion. La mayor utilidad de este tipo de instrumentos es el estudio de
las interacciones biomoleculares farmaco-receptor, que en la actualidad presentan una
enorme aplicacion en el descubrimiento de farmacos, pudiendo emplearse en las

diferentes etapas de estudio de este proceso:

Busqueda de farmacos cabeza de serie entre un gran nimero de moléculas

— Identificacion de posibles dianas farmacologicas

— Caracterizacion farmacocinética y termodindmica de la interaccion
biomolecular (serie ADME)

— Estudio de afinidad entre el farmaco y su receptor

— Ensayos que permiten la optimizacion del farmaco para una mejor interaccion

con la diana

— Caracterizacion de la union de biomoléculas a sus receptores de membrana
1.2)

El manejo de este tipo de instrumentos es bastante sencillo, pero precisa de la
inmovilizacion de una de las biomoléculas (farmaco o receptor) a la superficie del
dispositivo. Posteriormente, se deja fluir la molécula no inmovilizada (farmaco o
receptor) sobre la misma. De esta manera, podemos llevar a cabo el analisis cualitativo y
cuantitativo de la interaccion estudiada en tiempo real. En el equipo obtendremos una
representacion llamada Sensograma, cuyo estudio detallado nos aportard toda la
informacion necesaria para caracterizar la union. Por todo esto, actualmente este tipo de
dispositivos es ampliamente solicitado por la industria farmacéutica en sus distintas

secciones.

Palabras clave: biosensor, SPR, farmaco, receptor, interaccién, descubrimiento.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los biosensores son instrumentos para la medicién de parametros biolégicos o
quimicos, que normalmente cuentan con un componente de naturaleza biol6gica y otro
fisicoquimico. Estan basados en principios de deteccion dptica y permiten obtener
informacidn sobre la unién farmaco-receptor a la vez que realizamos el ensayo. Este tipo
de sistemas permite medir la cantidad de complejo formado entre una molécula (receptor),
inmovilizada sobre la superficie del sensor, y otra molécula en solucién (farmaco). La
funcién del biosensor optico es determinar los cambios que se producen en el indice de
refraccion en la interfaz de la union de las biomoléculas. El principio en el que se basan
los biosensores es la Resonancia de Plasmdn de Superficie (SPR), sobre todo en el
descubrimiento de farmacos de bajo peso molecular. Gracias a los avances en el
desarrollo de hardware y software con un elevado nivel de sensibilidad en la deteccion de
datos, se pudieron obtener este tipo de sistemas.

La importancia de esta técnica radica en la correcta caracterizacion de las dianas
farmacoldgicas y los farmacos cabeza de serie, esencial en el proceso de descubrimiento
de un nuevo farmaco, asi como la interaccion que se produce entre ellos, es por ello que
todas las tecnologias que permiten este hecho estan siendo muy demandadas en la
industria farmacéutica. (3)

Los biosensores dpticos permiten el seguimiento en tiempo real de la interaccion entre
biomoléculas, sin necesidad de marcarlas. Ademas, aporta resultados con elevada
selectividad aun trabajando a pequefia escala. Por Gltimo, otra gran ventaja de esta técnica
es que a penas genera pérdidas de producto y éste se obtiene ya fijo sobre el chip. (4)
Gracias al empleo de estas técnicas, podemos estudiar un gran nimero de farmacos en un
mismo ensayo, tanto de las primeras etapas de disefio de farmacos, screening de una gran
cantidad de moléculas, optimizacion del cabeza de serie y posteriores estudios

farmacocinéticos y de la serie ADME. (4)

En 1980 se desarrolld y comercializo el primer biosensor optico. Anteriormente las
tecnologias sin flujo eran la Unica posibilidad para conseguir informacion sobre los
aspectos cinéticos de una interaccion entre biomoléculas pero su principal problema es

gue suponen un gran consumo de materia y tiempo.(3)
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El primer biosensor SPR que se comercializ6 fue el denominado Biacore AB.
Actualmente contamos con un gran nimero de dispositivos en el mercado, algunos de
ellos son:

— Flexchip: empleado en ensayos de interaccion proteina-proteina.

— Biacore T100: utilizado para caracterizacién biofarmacéutica y control de calidad.

— Sb1: especializado en el andlisis de la interaccion de moléculas de pequefio

tamano.

3. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es conocer la utilidad de los biosensores en el
descubrimiento de nuevos farmacos. Para ello se realiza una revision bibliografica de
algunos articulos relacionados con el tema, con el fin de obtener un trabajo resumen del
funcionamiento y aplicaciones de estos dispositivos, dando mayor importancia a todo lo

relacionado con el hallazgo de nuevos farmacos.

4., METODOLOGIA

La metodologia empleada en la elaboracion de este trabajo ha consistido en una
busqueda y revision bibliografica de publicaciones cientificas relacionadas con los
biosensores, la tecnologia de Resonancia de Plasmon de Superficie y sus aplicaciones,
especialmente aquellas relacionadas con las distintas fases del descubrimiento de
farmacos.

Los medios que se han empleado para conseguir el material a partir del cual se ha
llevado a cabo este trabajo han sido PubMed, Google Scholar y otros buscadores de
literatura cientifica online.

En primer lugar, se ha llevado a cabo una descripcién de los biosensores y la
tecnologia que emplean en su funcionamiento y posteriormente se comentan las
principales aplicaciones de estos dispositivos, haciendo especial hincapié en la
interaccion farmaco-receptor, ya que esta es una parte fundamental en el descubrimiento

de un nuevo farmaco.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Descripcion de la técnica.

El biosensor es un dispositivo (Fig. 1) conectado a un ordenador y el principio
fundamental por el cual permite la obtencion de resultados es la Resonancia de Plasmén
de Superficie. El procedimiento que se lleva a cabo consiste en:

I.  Introduccion de los componentes necesarios (solucion o buffer con el farmaco,
receptor, componentes necesarios para la inmovilizacién del mismo...) en el
dispositivo.

Il.  Colocacién del chip que contiene la lamina metéalica y el cristal de cuarzo en la

ranura correspondiente.

ormacion contenida en el mismo.

1. Puesta en marcha del ensayo: Resonancia de Plasmon de Superficie.
IV.  Obtencién de los resultados en forma de gréficas.

Figura 1: Biosensor Biacore 3000. Disponible en:_https://photos.labx.com/labx/4132000/4132423-0m.jpg

El fendmeno de Resonancia de Plasmon de Superficie se basa en lo siguiente: en
los metales existe una gran concentracion de electrones libres, lo que permite que estos
sean capaces de conducir la electricidad. En condiciones normales, los electrones
disponen de espacio suficiente para desplazarse sin colisionar entre ellos. Sin embargo,
la aplicacion de un campo eléctrico sobre una lAmina metalica provoca que los electrones
se confinen. El desplazamiento perpendicular de los electrones hacia la superficie del
metal genera un campo eléctrico debido a las cargas positivas que presenta dicho
elemento. Por tanto, un campo eléctrico externo y perpendicular puede actuar sobre los

electrones produciendo un aumento de cargas en la superficie metalica. La energia

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

cuantica que se genera en la oscilacion de las cargas que se encuentran en la superficie es

lo que se denomina Plasmoén de superficie. (5,6)


https://photos.labx.com/labx/4132000/4132423-0m.jpg
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Los componentes (Fig. 2) que intervienen en el fendémeno de SPR son: emisor del
haz de luz (l&ser de diodo con una longitud de onda entre 700 y 900 nm), lamina de oro
(chip), cartucho de microfluidica, prisma de cuarzo y detector del haz de luz reflejado
(matriz de diodos).(1)
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Figura 2: Componentes del SPR. Disponible en: Cooper, MA. Optical biosensors in drug discovery. Nat Rev Drug
Discov 2002; 1(7):515-28.

El proceso por el cual tiene lugar el SPR se puede describir de la siguiente manera
(Fig. 4). Unrayo de luz, como puede ser un campo electromagnético, se hace incidir sobre
una delgada pelicula de oro depositada sobre la superficie de un prisma de cuarzo. El
vector sefiala la direccion de propagacion del campo electromagnético en el medio a una
determinada velocidad. A esto se le denomina fendmeno de dispersion. (7,8)

Para llevar a cabo la excitacion de los electrones de la placa de oro es necesario que
la velocidad del haz de luz se reduzca e iguale a la velocidad del plasmon de superficie.
Esto puede conseguirse empleando un prisma o la mitad de una esfera de cuarzo, de esta
forma el indice de refraccion del primer medio, cuarzo (n;) serd mayor al del segundo
medio (n2).(3,9) Durante el ensayo para estudiar la interaccion entre biomoléculas, se
puede observar que al hacer pasar el flujo de farmaco, se forma el complejo entre dicho
farmaco y su diana correspondiente y con ello la intensidad del haz de luz disminuye, el
angulo de incidencia también se ve reducido y en el detector se registra una notable
disminucion del haz de luz reflejado. Cuando la luz polarizada incide sobre la lamina de
oro, en funcion de la masa que se haya fijado a su receptor, varia el indice de refraccién
del medio liquido, provocando la variacion en el angulo de reflexion del haz de luz. Se
puede correlacionar la cantidad de masa en la superficie con la intensidad de la sefial. La
técnica SPR detecta cambios en la masa de la fase liquida que se encuentra préxima al
chip mediante la medida de la variacion del indice de refraccion.(4) La intensidad de la

luz reflejada decrece hasta llegar a un minimo en el angulo de resonancia (Fig. 3).
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Figura 3: Curva de SPR. Disponible en: http://www.quialab.com.ar/images/notas_tecnicas/09101302 xl.jpg
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Los beneficios que presenta el oro frente a otros metales como puede ser la plata son:
— Prevalece en el sistema de SPR sin interaccionar con ningin otro componente

gracias a sus caracteristicas fisicas y quimicas.

— Presenta una elevada sensibilidad a las longitudes de ondas que emplea este
sistema (700-900 nm).

El detector puede registrar la luz reflejada en funcion del &ngulo de incidencia o de la

longitud de onda. Los cambios en el indice de refraccion de cualquiera de los dos medios

suponen el desplazamiento del angulo de resonancia para una determinada longitud de

onda, o bien, desplaza la longitud de onda para un angulo de incidencia determinado.(3)

ia no se hace responsable de la in

Where n,>n,

n, Prism

= Metal Film
n Exit Medium

Figura 4: Esquema del campo eléctrico y los vectores en el plano de incidencia de la lAmina metalica. Disponible en:
http://www.alfatest.it/public/images/spr4.jpg

5.2 Estudios de union farmaco-receptor (Binding).

La mayor ventaja de realizar este tipo de estudios empleando biosensores y la técnica
de Resonancia de Plasmon de Superficie es que podemos obtener resultados en tiempo
real, a la vez que realizamos el experimento.

El primer paso para llevar a cabo un ensayo de unidn entre biomoléculas es la

inmovilizacion del ligando o receptor en la superficie del sensor o chip. Se debe
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monitorizar la cantidad inmovilizada porque se trata de un dato determinante a la hora de
analizar los resultados obtenidos.
Al comenzar el estudio, el receptor inmovilizado se encuentra en contacto con una

solucién buffer (tampdn), que se hace pasar a través de la celda de flujo. La sefial que

8
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capta el detector en este momento se emplea como punto de referencia o patrén y permite
comparar y analizar el resto de resultados. En segundo lugar, durante la fase de contacto
o formacion del complejo, la solucion buffer es sustituida por el analito o farmaco en
solucion, denominado solucion problema. Con el fin de evitar posibles sefiales que
supongan errores en la lectura, las soluciones buffer y problema deben presentar la misma
composicion, a excepcion del farmaco. Finalmente, se intercambian de nuevo las
soluciones dando lugar a la fase de disociacién, siempre que estemos trabajando con un
farmaco cuya union al receptor sea reversible. Dicho analito se separa de su ligando
obteniéndose de nuevo la sefial del punto de referencia.

Se conoce como Sensograma (10) la curva obtenida como resultado de un ensayo de
unién farmaco-receptor, en la cual aparece representada la respuesta registrada en el
sensor (sefial de resonancia) frente al tiempo (Fig. 5). En él se pueden observar las
siguientes fases:

— Fase 1) Union del analito al receptor (fase de contacto o asociacion): se observa

un aumento en la respuesta.

— Fase 2) Todos los receptores estan ocupados (saturacion o equilibrio): se registra
una fase de meseta. EI maximo nivel de respuesta es proporcional a la masa de
farmaco que actla en la interaccion con el receptor.

— Fase 3) Los analitos se van soltando del receptor y estos quedan libres (fase de
disociacion): se detecta una disminucion en la curva de respuesta.

— Fase 4) Regeneracion de los ligandos inmovilizados en la superficie del sensor.

-

Dissociation

Regeneration

Resonance signal (kRU)

oQ
Concentration l e aa s sl

DNYNNYY

[} 100 200 300 400 500 600

Time (s)

Figura 5: Sensograma. Disponible en: Cooper, MA. Optical biosensors in drug discovery. Nat Rev Drug Discov. 2002;
1(7):515-28

La fase de regeneracion es esencial para evitar la contaminacion cruzada al realizar

ensayos consecutivos en los que se emplea el mismo receptor inmovilizado, pero difieren

en el farmaco que se hace pasar por la celda de flujo. El proceso de limpieza que tiene
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lugar afecta Unicamente al sistema de inyeccién de solucion problema, dejando en el
mismo estado al ligando.

Por tanto, en cuanto a los resultados que podemos obtener utilizando esta tecnologia
se puede decir que son muy amplios. Podemos conocer si se produce la formacién de un
complejo entre las biomoléculas en estudio, también podemos deducir si se alcanza o no
el equilibrio o la saturacién del sistema y, por Gltimo, nos aporta informacién sobre si la
unién farmaco-receptor es reversible o irreversible. Ademas, nos informa de la estabilidad
cinética del complejo formado, en el caso de que esto ocurra, ya que podemos observar
coémo de rapido se lleva a cabo el proceso de disociacion. Si la curva presenta una
pendiente muy pronunciada desde el punto maximo hasta el punto de referencia, se
deduce que el complejo formado no es muy estable y se disocia con rapidez. Sin embargo,
en el caso contrario, cuando la pendiente no es muy pronunciada indica que el complejo
es estable y tarda mas tiempo en disociarse. Aplicando métodos matematicos mas
sofisticados se puede realizar un analisis cuantitativo dependiente del tiempo y la
concentracion, a partir del cual podemos obtener informacion sobre la estequiometria de
la union de las biomoléculas, las constantes de equilibrio, las constantes de velocidad y
el mecanismo de formacion del complejo. Por ultimo, si realizamos un analisis
dependiente de la temperatura conseguiremos informacién sobre los aspectos

termodinamicos.

Aspectos a tener en cuenta en el estudio de la interaccion:

— Especificidad de union: la tecnologia SPR no tiene la posibilidad de distinguir
entre la union del farmaco al sitio activo de la proteina (receptor), a un sitio alostérico o
a cualquier otro lugar de la superficie del chip. Todas estas opciones suponen la anotacion
de respuesta por parte del detector. Existen distintos métodos para disefiar un experimento
que permita conocer la especificidad de la interaccion:

I.  Preparacién de lineas de referencia o patrén en el chip que contengan proteinas
inmovilizadas con estructura muy similar a la del sitio activo de la diana.

Il.  Elaboracion de ensayos competitivos con moléculas que se unan al sitio activo.
En estos se procede a la elaboracion de un mutante de la enzima, en el cual se
modifican los aminoacidos del sitio activo que participan en la unién farmaco-
receptor. Por ejemplo, el cambio del Glu74 por Arg en la enzima Aldolasa (ruta
del acido fdlico), supone la reduccion del espacio en el sitio activo de la enzima 'y

ademas introduce cargas negativas en el lugar de las positivas. Debido a los

10
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cambios que supone la mutacion de la enzima, cuando dejamos fluir una solucién
de inhibidores de dicha enzima sobre la superficie del chip en el que ésta se
encuentra inmovilizada, observamos que la union del inhibidor a la enzima
disminuye, la enzima no es inhibida. Por ello, concluimos que los aminoacidos
modificados eran esenciales en la interaccion. (11)

I1l.  Creacion de ensayos de binding competitivos utilizando una molécula patrén que
se una especificamente al sitio activo del receptor. Estos ensayos se desarrollaran
con una solucién purificada del analito a estudio, con la solucién que contiene el
patron de referencia y con una solucién que resulta de la mezcla de ambas. En el
caso de una unién no competitiva la respuesta que obtenemos al dejar fluir la
solucion mezcla se debe a la suma del patron y el farmaco estudiado. Sin embargo,
en la unién competitiva la respuesta que genera la solucion mezcla es intermedia
respecto al resultado que aportan las soluciones estudiadas individualmente.

— Constantes de afinidad: son obtenidas a partir de la fase de equilibrio.

— Parametros cinéticos: se deducen a partir de las graficas kon/kott. En ellas se observa
la velocidad con la que los farmacos se asocian con el receptor y, posteriormente, se
disocian. A partir de su estudio podemos obtener las constantes de asociacion y
disociacion del proceso, cuyas formulas son:

Kp= Koft/Kon Ka= Kon/Koft

5.3 Métodos de inmovilizacion de biomoléculas a la superficie de oro.

En el desarrollo de cualquier ensayo llevado a cabo en un biosensor con tecnologia
SPR, es necesario llevar a cabo un paso previo que consiste en la inmovilizacion del
ligando o receptor (12), que en el caso de nuestros estudios con farmacos, normalmente
se trata de proteinas, sobre la superficie de oro que se encuentra en el chip. Este
procedimiento se lleva a cabo para conseguir:

— Una mayor densidad de receptores sobre la superficie del sensor.

— Que estas biomoléculas permanezcan activas durante el tiempo que dura el

ensayo.

— Evitar las uniones inespecificas.

Existen una gran variedad de estrategias que permiten la adecuada inmovilizacion de

las moléculas y todas ellas se basan en la formacién de una monocapa organica sobre la

11
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superficie de oro. La eleccion entre una u otra de estas opciones depende de la aplicacion
y de la naturaleza del receptor.

I.  Inmovilizacion covalente.
Esta técnica permite que los receptores anclados resistan a la fase de regeneracion y
lavado que tiene lugar al final de cada ensayo. Sin embargo, no todas las biomoléculas
resisten las duras condiciones de esta inmovilizacion. Disponemos de tres tipos de

inmovilizacion covalente (Fig. 6):
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Figura 6: Métodos de inmovilizacion covalente. DTT, dithiothreitol; EDC, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide; GMBS, N-(y-maleimidobutyrloxy) sulphosuccinimide ester; L, linker;Mal, maleimide; NHS,N-
hydroxysuccinamidyl; PDBA, phenyldiboronic acid; PDEA, pyridinyldithioethanamine; SHA, salicylhydroxamic
acid; SPDP, 3-(2-pyridinyldithio)propioic acid N-hydroxysuccinimideester); sulpho-SMCC, sulphosuccinimidyl-4-
(N-maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylate. Disponible en: Cooper, MA. Optical biosensors in drug discovery. Nat Rev
Drug Discov. 2002; 1(7):515-28.

a) Acoplamiento con aldehido: permite una correcta orientacion de la molécula a la
hora de inmovilizarla porque los grupos aldehido normalmente estan localizados
en el extremo C-terminal del ligando o receptor. El aldehido puede encontrarse
en la proteina o puede ser introducido mediante la oxidacién de cis-dioles. Este
acoplamiento requiere la transformacion de grupos acido en hidrazidas, seguido
de aminacion reductora.

b) Acoplamiento con amina: es el método més frecuentemente empleado. Requiere
la presencia de grupos carboxilo libres en la superficie, los cuales serdn
transformados en ésteres de N-hidroxisuccinamida reactivos, por tratamiento con

carbodiimida y N-hidroxisuccinamida. El acoplamiento se da principalmente con
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el grupo amino libre de las lisinas presentes en las proteinas a inmovilizar. Esta
técnica solo puede emplearse cuando la proteina puede ser almacenada en una
solucion hipoténica y un pH entre el punto isoeléctrico de dicha proteina y el pK
del &cido de la superficie. (13)

Acoplamiento con tiol: esta técnica genera menos sitios de union en la superficie
que el acoplamiento con amina. Se suele emplear para inmovilizar proteinas
acidas, ya que el procedimiento anterior es complicado en este tipo de
biomoléculas. El procedimiento consiste en hacer reaccionar el reactivo PDEA
(Pyridinyldithioethanamine) con los tioles libres de las cisteinas y metioninas de
la proteina, o bien modificar los grupos tiol libres de la superficie de la proteina
con el mismo reactivo.(3,14)

Inmovilizacion por secuencias afines.

Los ligandos con elevada capacidad de unién pueden ser inmovilizados correctamente
empleando esta técnica. Sin embargo, la cantidad de proteina inmovilizada es menor y se

precisa de un paso posterior para asegurar la correcta fijacion de los ligandos. (Fig. 7)

a

Streptavidin

Figura 7: Inmovilizacion por secuencias afines. Disponible en: Cooper, MA. Optical biosensors in drug discovery. Nat Rev

Drug Discov. 2002; 1(7):515-28.

a) Streptavidina-biotina: esta técnica aporta elevada afinidad y disociacion muy

lenta. El proceso comienza con la biotinilacion de la proteina que queremos
inmovilizar. Esto se lleva a cabo mediante la modificacion de un residuo de lisina
de la proteina con el éster de biotinil-N-hidroxisuccinimida. Si unimos la biotina
a una molécula de Streptavidina evitamos los problemas de orientacion que

suponian los métodos covalentes. (15,16)
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b) Anticuerpos monoclonales: se basa en la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo. Es recomendable realizar un paso posterior para asegurar la correcta
fijacion de las moléculas a la superficie. (12)

c) Quelacion de metales: el acido iminodiacético y el &cido nitrilotriacético fijados
a la superficie del sensor mediante la quelacion con niquel, han sido ampliamente
utilizados para inmovilizar receptores como el 6xHis. La baja estabilidad de estos

complejos formados por quelacion supone un alto grado de disociacién. (3,17)

I1l.  Inmovilizacién de una membrana.

La mayoria de los farmacos tienen como diana un receptor de membrana, es por ello
por lo que conocer el mecanismo de esta interaccion es fundamental. Los biosensores
Opticos con SPR permiten el estudio a fondo de las interacciones entre el farmaco y su
receptor de membrana sin necesidad de llevar a cabo el estudio en una solucion.

El primer paso consiste en la inmovilizacion de una membrana artificial sobre la
superficie del chip:

— EI método mas simple consiste en adsorber fosfolipidos sobre una superficie
hidrofobica. Esto se emplea por ejemplo en el estudio de union del factor de
coagulacion VIII o de antibidticos peptidicos.

— Otra técnica que permite la inmovilizacion de una membrana al chip es utilizar
una capa lipidica que se adsorbe a una superficie hidrofébica, pero introduciendo
un compartimento acuoso entre los dos componentes anteriormente citados. De
esta forma, se permite la inmovilizacion de proteinas con dominios
transmembrana. Ademas, la seccidn acuosa permite que los lipidos se dispongan

adecuadamente en la estructura.(3)

5.4 Ventajas de los biosensores en el descubrimiento de farmacos.

El SPR es una herramienta de los biosensores que, permitiendo el seguimiento en
tiempo real mediante los sensogramas, y sin necesidad de identificar las moléculas con
marcadores, permite la deteccidn y cuantificacion de las interacciones biomoleculares con
elevada selectividad y trabajando con bajas concentraciones (18). Precisa de muy poca
cantidad de muestra y no se producen pérdidas de producto, ya que éste se encuentra
inmovilizado cuando se da la interaccién. Es una técnica con elevados rendimientos ya

que permite realizar entre 100 y 400 ensayos al dia (19) y ademas, se obtiene el producto

14



directamente inmovilizado en el biosensor, con las consecuentes ventajas de la sintesis en
fase solida. (4)

5.5 Aplicaciones de los biosensores oOpticos en el descubrimiento de
farmacos.
Las principales aplicaciones del SPR en el analisis farmacéutico son:
— En el descubrimiento de farmacos:
v" Perfil farmacocinético de biomoléculas: estudio de adhesion de farmacos
in vitro, caracterizacion de la afinidad por las membranas bioldgicas.

v" Screening de alto rendimiento: validacion de dianas y ensayos.

ormacion contenida en el mismo.

v Disefio de farmacos: identificacion estructural, estudios cinéticos y de

afinidad de la unidn entre proteinas y pequefias moléculas.

v Estudios ADME (absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion):
ensayos rapido in vitro para definir la serie ADME de farmacos
candidatos, medida de los niveles de farmaco unidos a albumina sérica
humana.

— En control de calidad:

v Deteccion rapida de farmacos en alimentos y muestras organicas. (20)

. . . , Ciinical Reguiatory

Target Screen nadary ea inical vall

Target ID : : development approval/
e > vahda:nn> wzdopmé@@ 3 vation @ Phase:l’-lll ] rr?;fﬂaclwe

De-orphaning recaptors together Serum-proten and ipid-binding ! DA 2
with MS assays QC in GLP/GMP environments

Functional binding assays

Higher-information-content screening giving affinities and kinetics Monitoring of drug serum levels etc

High-throughput screening of arrayed targats and ligands

Figura 8: Areas de aplicacion de los biosensores dpticos durante las etapas del desarrollo de un farmaco. Disponible
en: Cooper, MA. Optical biosensors in drug discovery. Nat Rev Drug Discov. 2002; 1(7):515-28.

Los biosensores con SPR permiten caracterizar la interaccion farmaco- receptor

de forma especifica pero ademas, también juegan un papel importante en el analisis

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

farmacoldgico de farmacos candidatos en etapas preclinicas de su desarrollo. Permiten
obtener informacion sobre el comportamiento fisiologico de un gran numero de

moléculas en un corto periodo de tiempo. Por ejemplo, se estudia la unién del farmaco a
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proteinas plasmaticas, su paso a través de las membranas o su capacidad para activar
Citocromos.

En el siguiente ejemplo veremos la capacidad de esta tecnologia para aportar
informacion muy especifica sobre la interaccion del farmaco Warfarina con la albumina
sérica humana, proteina plasmatica cuya principal funcién es transportar farmacos a
través de la sangre (HSA) (Fig. 9). La Warfarina (Nombre sistemético (IUPAC): (R, S)-
4-hidroxi-3-(1-fenil-3-oxo-butil)- cumarina) es un farmaco que pertenece al grupo
terapéutico de los anticoagulantes orales, impide la formacion en el higado de los factores
activos de la coagulaciéon I, VII, IX y X mediante la inhibicion de la gamma
carboxilacion de las proteinas precursoras mediada por la vitamina K. Esta molécula tiene
un peso molecular 308 Da y en este estudio se utilizd en distintas concentraciones: 100,
50, 25, 12.5, 6.3, 3.1, 1.1 y 0 uM. Durante el procedimiento, este farmaco fue inyectado
en la celda de flujo a una velocidad de 100 pL/ min sobre la superficie del chip, la cual
contiene HSA inmovilizada en 20 mM Na;HPQO4, 150 mM NaCl, 3% DMSO, pH 7.4y a
25°C.

La respuesta obtenida tras el ensayo de union farmaco(Warfarina)-proteina(HSA)
muestra la importancia de la concentracion (dosis) de farmaco que se inyecta. Se concluye
que la Warfarina se une a la Albumina con una afinidad de 17 uM, lo que corresponde a

una unién del 97.5 %.
50-

40- g:: f s
200 [ oty ~

Warfarin

Response (RU)

0 50 100 150
Time (s)

Figura 9: Unién de Warfarina a Albimina sérica humana. Disponible en: Myszka, Rich. Implementing surface plasmon
resonance biosensors in drug discovery. Pharm Sci Technolo Today. 2000; 3(9):310-7.

Este estudio empled la proteina sérica albimina, pero este tipo de ensayos también
puede realizarse con otras proteinas plasmaticas como la glicoproteina ol y las

gammaglobulinas. (21,22)
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La reciente aparicion de chips hidrofilicos y lipofilicos ha permitido construir
membranas estables sobre la superficie del sensor, sin necesidad de emplear una celda de
flujo. Gracias a este avance, se pueden llevar a cabo ensayos de permeabilidad de
farmacos a través de la membrana. Un ejemplo de esta aplicacidon es el estudio realizado
por Danelian et al. (1,23,24) sobre la adsorcion de farmacos a la membrana intestinal. Se
lleva a cabo mediante la fijacion de fosfolipidos sobre un chip lip6filo y la posterior
monitorizacion de la unién de los farmacos a dichos fosfolipidos, que imitan la pared
intestinal. Asi obtenemos informacidn sobre la permeabilidad de los farmacos en estudio

a través de la membrana del intestino.

Por ultimo, comentaremos un ejemplo sobre el estudio de inhibidores de
trombina analogos a la prolina empleando biosensores dpticos. El ensayo consiste en
el anélisis de 36 moléculas analogas a prolina (Fig.10), que a una concentracion de 200
MM se fluyen sobre la superficie de un chip en el que se encuentra inmovilizada la
trombina. Como se referencia se emplea la trombina bloqueada quimicamente en su sitio
activo. El estudio revela que los analogos de prolina con un grupo amino en posicion P
presentan el mayor grado de afinidad por la trombina. Ademas, la incorporacion de grupos
lipofilos en las posiciones P1 y Ps también contribuye a aumentar la afinidad. De esta
forma, se demuestra la capacidad de los biosensores SPR para aportar informacién sobre

la relacion estructura-actividad (SAR) de las moléculas a estudio. (2,25)

Lipophilic

4 P| 0

L

Q
N—np

N N -~ N ’

R Q Ps, s Lipophilic

-

Figura 10: Sustituyentes importantes en los analogos de prolina para mejorar su interaccién con la trombina.
Disponible en: Danielson, UH. Fragment library screening and lead characterization using SPR biosensors. Curr Top Med Chem.
2009; 9(18):1725-35.
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6. CONCLUSIONES

Los biosensores son tecnologias muy recientes, pero de gran utilidad ya que presentan
aplicaciones en una gran variedad de campos. En la industria farmacéutica, en las dltimas
dos décadas, los ensayos basados en la técnica SPR han llegado a ser reconocidos como
meétodo para la caracterizacion de las interacciones entre biomoléculas, empleado sobre
todo en cualquier fase del descubrimiento de farmacos.(3)

Debido a la breve existencia de estos sistemas, ain existen muchas situaciones en la
que no han sido aplicados, pero en las cuales, posiblemente, pueden suponer grandes
avances como son la unién de farmacos a lipoproteinas o a inmunoglobulinas.

Es importante reconocer la necesidad de optimizacién de esta tecnologia a lo largo de
los afios para poder lograr un mejor rendimiento, sensibilidad y reproducibilidad.
Ademas, también se precisa una mejora de las técnicas de inmovilizacion y purificacion
de las proteinas para que de esta forma podamos trabajar con datos mas proximos a los

ensayos in vivo y obtener asi mejores resultados.
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