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RESUMEN

Gracias al uso de métodos de alto rendimiento (High-throughput), se ha conseguido
potenciar el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. En este dificultoso
camino, el método de cribado de alto rendimiento HTS (High-Throughput screening)
resulta ser un paso determinante aunque bastante costoso. Se expone una coleccién de
un elevado numero de compuestos con actividades bioldgicas diferentes frente a una
diana terapéutica concreta y se obtienen rapidamente los compuestos que poseen la
actividad buscada, adecuados para interaccionar con el target. Asimismo, es de gran
interés conocer en profundidad las etapas que forman parte del proceso de desarrollo
y disefio de un farmaco. Asi como también las distintas aplicaciones que presenta la
metodologia de alto rendimiento combinada con la quimica y medicina para abordar de
forma exitosa los obstaculos que se presentan a la hora de encontrar nuevos

medicamentos.

En consecuencia, este Trabajo de Fin de Grado recaba los conceptos necesarios para
entender cdmo se aborda el proceso de obtencidén de un farmaco. Se muestra una breve
historia de la quimica y medicina, hasta llegar a lo que hoy se conoce como quimica
combinatoria. Entender la importancia de esta rama de la quimica y las aplicaciones y
caracteristicas de métodos como HTS a la hora de desarrollar un farmaco, es otro de los

puntos que se explican en este trabajo.

Palabras claves: disefio de farmacos, HTS (High-throughput synthesis), quimica

combinatoria, diana terapéutica.
ABSTRACT

The application of high-throughput synthesis methods in, drug discovery and
development process has been emerged in the last three decades. In spite of their
expensive cost, the utilization of this technique has become a decisive step Using this
difficult process, the high-throughput screening (HTS) method turns out to be a decisive
step. For collecting a large number of compounds with different biological activities
which are exposed against a specific therapeutic target. The compounds with the

desired activity, suitable to interact with the target, are more rapidly obtained by using



this method. It is also of great interest to know in depth the stages that are part of the
process of development and design of a drug. As well as the different applications
presented by the high-performance methodology, it is combined with chemistry and

medicine to successfully address the obstacles that arise when finding new drugs.

Consequently, this degree project provides the fundamental concepts to understand the
drug productions processes. Furthermore, a brief history of chemistry and medicine is
hown, introducing the concept of combinatorial chemistry. Understanding the
importance of this branch of chemistry and the applications and characteristics of
methods such as HTS when developing a drug is another of the points explained in this

work.

Keywords: drug design, HTS, combinatorial chemistry, therapeutic target.



INTRODUCCION

El ser humano ha usado sus habilidades desde tiempos inmemoriales para satisfacer
todas sus necesidades basicas nutricionales y para remediar cualquier problema de
salud. El concepto de enfermedad se remonta al ano 2800 a.C y su aparicidon se asociaba
con hostiles castigos de los dioses. Siempre se han buscado alternativas en la naturaleza
para tratar las enfermedades y es en este caso donde juegan un papel fundamental las

plantas medicinales.

Los egipcios extraian de las plantas el aceite de ricino, que era usado como purgante y
también como combustible para las ldmparas. Esta civilizaciéon tenia grandes
conocimientos sobre plantas y anatomia, y usaban todo tipo de productos para curar
heridas o mejorar el suefio. Estos conocimientos quedaron reflejados en los papiros que
elaboraban y gracias a los cuales tenemos constancia en la actualidad. Cabe destacar el
“Papiro de Ebers” que se remonta alrededor del 1.500 a.C y contiene 110 paginas que
incluyen 877 recetas y menciona en torno a 700 drogas (Fernandez de Ramodn, Criado,
2017). La medicina griega estaba fascinada por el concepto de veneno y todo lo que este
incluia, es la ciencia que hoy se conoce como Toxicologia. De hecho, el primer texto
conocido sobre Toxicologia fue descrito por Platon, donde queda plasmado el suicidio

de Sécrates tras ingerir zumos que contenian cicuta y opio (Rubira, 2008).

Cada civilizacion contemplaba la medicina de una manera diferente, ya que eran
culturas muy distintas, pero en la mayoria la magia y los conjuros formaban parte del
tratamiento de cualquier dolor o enfermedad. Fue con Hipdécrates, conocido como “El

Padre de la Medicina”, con quien la medicina paso a ser una ciencia.

Dando un salto considerable en el tiempo, es en el siglo XIX cuando aparece la Quimica
Organica. Fue introducida por Jons Jacob Berzelius, en 1807, para estudiar los
compuestos derivados de recursos naturales. Anterior a esto, todos los medicamentos
procedian de la naturaleza pero con este importante avance se consiguio diferenciar el
concepto de droga, del nuevo concepto llamado principio activo, entendido como la
sustancia quimica contenida en la droga y responsable de su accion (Marin NL,

Fernandez R). El desarrollo de la quimica como ciencia revolucioné la medicina y gracias



al alto nivel de integracidn de ambas ciencias, cada vez se obtienen mds avances y los

farmacos son mas especificos, eficaces y producen menos efectos adversos.

A dia de hoy, la naturaleza sigue siendo una fuente importante de obtencién de nuevos
agentes terapéuticos, e incluso se conoce y se ha estudiado una infima parte de los
ecosistemas naturales. Pero es igualmente necesaria la obtencién de compuestos de la
naturaleza, como la conservacidon de esta para mantener unas condiciones de vida
adecuadas para el ser humano. La forma mas dptima es conseguir un equilibrio entre
ambas premisas, es decir poner en funcionamiento la naturaleza de forma controlada y

responsable a favor de mejorar la calidad de la salud humana (Chivian, Bernstein, 2015).

La quimica aplicada a la terapéutica es lo que se conoce como quimica farmacéutica,
mezcla de medicina, farmacologia y la quimica llevada a cabo en laboratorios en los
cuales, siempre, se ha intentado obtener farmacos inspirados en los principios activos
naturales. Gracias a la aparicion de la quimica combinatoria se pueden sintetizar de
forma simultdnea cientos de miles de compuestos, lo cual reduce claramente el tiempo
empleado en esta tarea y ademas lo hace a un costo asequible. Concretamente, se ha
demostrado que se pueden sintetizar entre 1.000-10.000 compuestos, todos ellos
relacionados (congéneres), los cuales quedan registrados en bibliotecas combinatorias.
A esta tecnologia se han unido métodos de alto rendimiento (High-throughput),
cambiando de forma notable el panorama de la sintesis de farmacos. Este método se
basa en el uso de ordenadores y robots para analizar miles de compuestos de forma
simultanea. Destacan entre estos métodos el cribado de alto rendimiento cuyas siglas
en inglés son HTS (Marin NL, Fernandez R). El nimero total de productos obtenidos
mediante quimica combinatoria es igual al nUmero de posibilidades de cada reactivo,
elevado al nimero de reactivos de la reaccién (Molina |, 2019). Como se observa en el
esquema 1, si en lugar de combinar el reactivo 1 con el reactivo 2 para obtener el
producto indicado (quimica convencional), se hacen reaccionar 50 reactivos del tipo 1y
20 reactivos del tipo 2 y que se combinen, el resultado es la obtenciéon de 1.000
productos diferentes. A este conjunto de compuestos obtenidos, se le conoce como

coleccién combinatoria (Fullana, 2017).
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50 reactivos x 20 reactivos = 1.000 productos

En una secuencia de 2 pasos: 50 x 20 x 20 reactivos = 20.000 productos

Esquema 1. Ejemplo de sintesis orgdnica y de sintesis combinatoria (Molina I, 2019).

Actualmente, las bibliotecas de compuestos recogen compuestos inorganicos, organicos
y ademas sus propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas. En GSK Tres Cantos, existe
una biblioteca con dos millones de compuestos quimicos almacenados con informacion
sobre su pureza, cantidad, estructura y caracteristicas fisicas y quimicas entre otras
cosas. De ellos se espera obtener drogas potencialmente activas para las dianas ya
estudiadas. Estas bases de datos con informacion sobre tanta cantidad de compuestos,
forman una parte muy importante del descubrimiento y desarrollo de farmacos. En la
Figura 2 se muestra un ejemplo de biblioteca combinatoria de pirrolidina y ademas los

sintones que componen su esqueleto.
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Esquema 2. Muestra una biblioteca combinatoria de pirrolidina (Marin NL, Fernandez

RR).



El HTS permite investigar una gran cantidad de compuestos, los cuales presentan
distinta actividad bioldgica, sobre multiples dianas bioquimicas ya estudiadas. Es por
tanto, una de las fases mds tempranas en la industria farmacéutica, donde resulta un
método imprescindible y estandar a la hora de desarrollar nuevos farmacos (Gonzélez |,
Sanz A, 2013; Arranz, Sanz A, 2014) El método de alto rendimiento (HTS) ha supuesto un
nuevo enfoque aplicable a muchas ramas de la ciencia como la quimica y la biologia.
Aportando un crecimiento en la eficacia, precisién, en el rendimiento de la
secuenciacion y aumento de la miniaturizacion y automatizaciéon (Kampf et al., 2019).
Pero como cualquier metodologia emergente, requiere mas estudios y mejora en

determinados aspectos experimentales.

A pesar de los grandes avances que se han dado a lo largo del tiempo, la lucha contra
las enfermedades sigue siendo, en muchos casos, un obstaculo a solventar para la
ciencia. Por ello, el descubrimiento de nuevos farmacos capaces de combatir esas
enfermedades y de métodos que faciliten su desarrollo, resulta una tarea sumamente
importante. La simbiosis de las dos herramientas mencionadas anteriormente

constituye una de las técnicas mas eficaces a la hora de enfrentar esta problematica.

A continuacion, se van a resaltar los aspectos mas relevantes y actuales de la técnica de

alto rendimiento como método para la obtencién de farmacos.
OBIJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo principal del presente trabajo fue llevar a cabo una revision bibliografica a
partir de diferentes fuentes para obtener una visidn actualizada sobre la utilidad e
importancia del descubrimiento de nuevos compuestos potencialmente activos, en el
disefio de fdrmacos, mediante métodos combinatorios y computacionales (High-

throughput) como herramienta fundamental.
METODOLOGIA

En la realizacidon de esta revisidn bibliografica se han consultado articulos cientificos
principalmente publicados en los ultimos seis afios, utilizando para ello las bases de

datos Scopus, Google Scholar, PubMed, Web of Science principalmente.



Con la base de datos Scopus se comenzd buscando los términos “HTS” y “drug synthesis”
y, limitando la busqueda a los ultimos 4 afos (2020,2019,2018,2017), la cantidad de
documentos obtenida fue de 137 documentos. Filtrando por areas de investigacidon
“Chemistry (61)”, “Chemical Engineering (8)”,” Computer Science (5)” y “Medicine (15)”
se obtienen 76 documentos, de los cuales se hace una seleccidn segun el impacto en el
descubrimiento de fdrmacos que pudieran tener. En una segunda busqueda sin
limitacién del periodo temporal, el nimero de articulos encontrados fue mayor, y de
entre todos ellos se buscaron revisiones y articulos relacionados con los pasos para

realizar las técnicas High-throughput.

En el caso de la base de datos Google Scholar al buscar las siglas “HTS” y “cribado de alto
rendimiento” se obtuvieron 291 resultados. Con los filtros “desde 2019”, “desde 2018"

y “desde 2013” se limitd la busqueda a 48, 73 y 195 respectivamente.

En la base de datos PubMed, se utilizaron también los ultimos cuatro afios de
investigacion y se cambid a buscar el término “drug development” obteniéndose 46
resultados. Ademas, se volvio a realizar en esta misma base de datos una nueva

busqueda sin filtros de tiempo y los resultados fueron 136 documentos.

Scopus y PubMed permiten organizar los resultados por afio, observando que los
métodos High-throughput son aun una linea de investigacion limitada. Para analizar los
datos obtenidos en las bases de datos y poder compararlos a nivel global, se ha realizado
la grafica que se muestra a continuacion (figura 1). En ella se observa que la base de
datos PubMed ofrece un mayor nimero de articulos en los diez ultimos afios que

Scopus.
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Figura 1. Publicaciones al buscar por los términos “HTS” y “drug synthesis” organizadas

por afio de las bases de datos Scopus y PubMed.

En la Ultima base de datos en la que se buscd, Web of Science, se filtré6 mediante los
términos “drug synthesis” “HTS” y “methods of synthesizing drugs”, siendo los

resultados obtenidos 688, 82y 23.

El filtro final para la seleccion ha consistido en una lectura critica de articulos, para reunir

informacidén de todos ellos y mostrar los datos obtenidos de mayor interés.
DESARROLLO Y DISCUSION
5.1. TECNICAS DE DESARROLLO Y DISENO DE FARMACOS:

De forma general, los fdrmacos que se conocen actualmente, han sido sintetizado por
dos vias: mediante métodos de ensayo-error o a partir de la busqueda concreta de una
molécula con una actividad deseada. El descubrimiento de nuevos farmacos es un
proceso complejo y competitivo que requiere una gran inversién, pero de gran
expectacién debido al impacto negativo que generan las enfermedades hoy en dia como
demuestra en la actualidad la crisis generada por el COVID-19. El coste econémico y
temporal que conlleva el desarrollo de farmacos esta asociado en gran medida al
elevado numero de moléculas que van fallando en las diferentes etapas del proceso.
Dentro del panorama actual, resulta esencial la innovacién en este campo para

conseguir nuevos avances y mejoras (Saldivar-Gonzdlez et al., 2017). La gran mayoria de
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los fdrmacos que se comercializan actualmente han pasado por este arduo proceso de

seleccién (Medina-Franco, 2013).

El desarrollo de técnicas computacionales y de la robdtica han generado un antes y un
después en el desarrollo racional y eficiente de obtencion de nuevos farmacos (Roca,
2019). En la ultima década, se han multiplicado por tres el nimero de programas
computacionales y herramientas disefiadas para desarrollar nuevos farmacos

(Albadalejo, 2016).

Actualmente, el disefio y desarrollo racional de fadrmacos se lleva a cabo mediante dos
vias: en primer lugar, el disefio basado en el sitio activo y en su estructura, y por otra
parte el disefo basado en los compuestos quimicos que interaccionan con la diana. Si se
conoce cudl es la diana donde hay que actuar, se pueden aplicar métodos
computacionales que se centren en las interacciones establecidas entre ligando-sitio
activo. En caso contrario, los estudios se centran en las propiedades que presenta el

ligando (Zufiga A et al., 2002).

En los ultimos afios, las técnicas computacionales han conseguido integrarse en el
campo de la sintesis y desarrollo de nuevos farmacos. Los métodos computacionales
han contribuido en numerosas aplicaciones entre las que pueden encontrarse el filtrado
de colecciones de compuestos para llevar a cabo la seleccion de moléculas, la
generacion de hipétesis para ayudar a entender el mecanismo de accidn de farmacos y
al disefio de nuevas estructuras quimicas. Aunque aun quedan muchos retos por
afrontar, las técnicas computacionales han logrado aportar avances significativos en el
desarrollo de medicamentos, lo que estimula la innovacién y mejora de estos métodos
y del proceso de descubrimiento de novedosos farmacos (Saldivar-Gonzalez et al.,

2017).

Entre los métodos experimentales y computacionales que existen para identificar un
compuesto que posea cierta actividad y llegue a convertirse en cabeza de serie, cabe
nombrar los siguientes: optimizacidn de farmacos ya aprobados para su uso clinico, uso
de informacién bioldgica disponible, disefio de farmacos asistido por ordenador (DIFAC)
y Ensayo biolégico sistematico de colecciones de compuestos entre los que se

encuentran las pruebas HTS (Saldivar-Gonzalez et al., 2017).
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Los sistemas de alto rendimiento se establecieron a finales de la década de 1990
(Hertzbeg, Pope, 2000). La técnica High-throughput screening (HTS), como método de
obtencion de compuestos susceptibles a ser farmacos, implica sistemas robotizados y
totalmente automatizados, lo que le confiere la capacidad de testar una gran cantidad
de compuestos en un tiempo reducido. Presenta cuatro estaciones separadas pero
interconectadas, y cada una realiza un estudio sobre muestras (Bader et al., 2018). Por
ello la técnica High-throughput screening se ha convertido en una herramienta clave.
Para la simplicidad con la que procede este método, cuenta con una plataforma de
operacion automatizada, robética moderna, software de control sofisticado, métodos
de deteccion altamente sensibles, modelo de cribado especifico (in vitro), amplia
biblioteca de compuestos, ya sea de compuestos peptidicos a moléculas pequefias, y un
sistema de procesamiento y adquisicion de datos (Pupo M, Borges M, Cezar P, 2007).
Existen ya en el mercado compuestos cuyo disefo estd basado en la utilizacion de estas
nuevas tecnologias. Entre ellos se encuentran los inhibidores de tirosin quinasas
(gefitinb, erlotinib, sorafenib y lapatinib) empleados para el tratamiento del cancer

(Diez, 2011).

Figura 2. Robot de cribado de alto rendimiento. (https://es.qwe.wiki/wiki/High-

throughput screening)
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5.2. PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA HIGH THROUGHPUT SCREENING:
5.2.1. SINTESIS EN FASE SOLIDA:

Los compuestos empleados para HTS proceden de las bibliotecas de quimica
combinatoria, los cuales se sintetizan mediante quimica en fase sélida o en solucién
(Eldridge et al., 2002). Normalmente, es mds usada la fase sdlida por el simple hecho de
gue aporta mas ventajas que con la otra técnica. Se llama asi porque presenta como
elemento principal lo que se conoce como un soporte sélido polimérico e insoluble, al
cual se van uniendo productos para llevar a cabo la sintesis. Este proceso evita la
necesitad de aislamiento y purificacion de los intermedios de sintesis, la purificacién se
lleva a cabo dando exhaustivos lavados al soporte para eliminar los restos de reactivo

(Fullana, 2017).

(w)

) Cogios) ()
Q—inke—x —

4 ‘Loading’ Step ‘Monomer
Fucntionaliztion’

thogonal to
siry sequence

Light, Acid, Base
or Fluoride

Coton}()  —— o (eptas)
Ox Cleavage' Step R—X

Figura 3. Esquema general de sintesis en fase sdlida (Kennedy et al., 2008)

Fue en la década de 1960 cuando el cientifico Merrifield llevé a cabo la sintesis de una
enzima, ribonucleasa pancreatica bovina A, a partir de la sintesis en fase sélida. Recibid
el Premio Nobel por ello, ya que demostré un método rdpido, simple y practico de
sintetizar proteinas y péptidos y que actualmente se aplica a la sintesis de gran cantidad

de compuestos debido a los buenos resultados obtenidos (Sierra, 2017).
5.2.2. VENTAJAS DE LA SINTESIS EN FASE SOLIDA:

La sintesis en fase sdlida de compuestos, es considerada una disciplina idénea para el
desarrollo de moléculas potencialmente activas. Esto es consecuencia de las multiples
ventajas que presenta, entre las que se pueden destacar: el facil manejo del proceso y
sencillez, ya que solo consta de tres pasos (adicién al soporte, filtracion y lavado del

13



soporte). Se pueden utilizar reactivos en exceso y luego ser reciclados. La Unica
purificacién necesaria es un lavado de la resina; soélo el producto final de la sintesis
necesita ser purificado. Al estar la molécula unida a la resina, en el caso de que sea
téxica, es mas segura su manipulacion. Presenta secuencias de reaccién sencillas de

automatizar debido a la sencillez del proceso (Furldn, Mata, 2012; Albericio et al., 2004).

5.2.3. ETAPAS DEL ENSAYO HTS:

-VALIDAR DIANA:

Uno de los requisitos fundamentales para realizar un correcto ensayo de HTS, es conocer
todo lo posible la diana terapéutica, de este modo se selecciona de manera adecuada la
tecnologia a utilizar y las caracteristicas adecuadas para conseguir ensayos con robustez.
Cuando el primer objetivo estda cumplido, se procede a disenar el ensayo en el

laboratorio (Gonzélez, Sanz, 2013).

Una vez conseguido todo lo anterior, se genera un documento llamado AESOP (Assay
Electronic Source of Protocols), en este documento se recoge de forma detallada
informacién como la diana, area terapéutica en la que estad involucrada, reactivos,
volumenes, tiempo de incubacién, etc. Es fundamental contar con una placa de
microtitulacién para poder realizar el ensayo HTS. Se trata de un recipiente de plastico,
gue contiene pequefios agujeros llamados “pocillos”, los cuales son usados como
pequenos tubos de ensayo, donde se depositan de uno a cinco compuestos por pocillo

(Real Academia de Ingenieria).

-SET UP O PUESTA PUNTO DEL ENSAYO A GRAN ESCALA:

Todos los ensayos y estudios llevados a cabo hasta ahora, han sido en el laboratorio y a
pequeiia escala. En la fase que nos concierne, lo que se lleva a cabo es una adaptacion
y optimizacidn de estos ensayos antes realizados a gran escala. Esto es posible gracias al
uso de plataformas robotizadas. Ademas, se usan diferentes pardametros estadisticos
para controlar que el proceso se realice con una capacidad alta y un coste bajo. Gracias
a las herramientas informaticas existentes se analizan los datos estadisticamente y se
consigue apreciar con claridad los resultados, sabiendo asi si el ensayo es capaz de

identificar hits con precision (Arranz, Sanz, 2014; Bejarano, 2013)

14



Los hits son moléculas que presentan actividad biolégica capaces de servir de base para
el desarrollo de nuevos farmacos. Cuando estos se han identificado, lo siguiente es
seleccionar compuestos que presenten propiedades farmacéuticas de interés, entre las
gue se incluyen baja toxicidad, adecuada solubilidad, buena estabilidad. Los compuestos
obtenidos de esta segunda seleccidon son llamados «lideres o cabezas de serie».
Normalmente, los hits son encontrados por tamizaje de una gran cantidad de moléculas,
mientras que los compuestos lideres se consiguen a través de modificaciones quimicas

de los hits (Saldivar-Gonzalez et al., 2017)

ENFERMEDAD ,
-IDENTIFICACION DE DIANAS

-DESARROLLO DE ENSAYOS DE SCREENING
High-Troughput Screening ———p | COLECCIONES DE COMPUESTOS DE
SINTESIS O NATURALES

HITS > DISENO IN

, ; SILICO
-EVALUACION BIOLOGICA

I[EADS /

-QUIMICA MEDICA (OPTIMIZACION DE LEADS)
-EVALUACION BIOLOGICA ¥ FARMACOLOGICA s ADME/TOX IN VITRO

CANDIDATO A
FARMACO

-ESTUDIOS DE SEGURIDAD PRECLINICOS

, -ESTUDIOS DE FORMULACION
FARMACO

EXPERIMEMNTAL
-ENSAYOS CLINICOS

-REGISTRO
FARMACO

Figura 4. Proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Modificada.

Peldez, 2011)
5.2.4. CRIBADO VIRTUAL:

El Cribado Virtual (vHTS) consiste en un filtrado computacional (in silico) dirigido a
seleccionar candidatos que presenten la actividad deseada sobre una diana terapéutica
concreta, a partir de moléculas sintéticamente accesibles depositadas en bases de
datos. Combina varios métodos computacionales para la selecciéon de los candidatos a
farmacos, todo ello lo lleva a cabo a través de diversos filtros, los cuales se van aplicando
de forma secuencial en funcion del nivel de requerimientos computacionales que utiliza

cada método y la complejidad de la informacion necesaria para ellos (Skiba, 2005).
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Este método ya se encuentra sustituyendo al tradicional (HTS), sobretodo porque
permite identificar compuestos hits en un menor tiempo y con menos recursos
disponibles. Las tasas de aciertos de vVHTS son hasta 10 veces superiores a las técnicas

empiricas de cribado (Pérez-Sanchez et al., 2015).

Para realizar la técnica vHTS, hay que realizar una busqueda en quimiotecas virtuales
aquellos compuestos que sean activos frente a nuestra diana terapéutica. El cribado
virtual se lleva a cabo mediante cdlculos de docking y se filtran en tres niveles diferentes,
segun la especificidad y en funcidon del score que tengan, aquellos compuestos que
interaccionen con el centro activo de la diana. Las categorias se muestran de menor a
mayor especificidad del compuesto con la diana, estas categorias serian: ‘general’
(compuestos validos para un amplio grupo de proteinas), ‘enfocado’ (para un grupo
concreto de proteinas relacionadas entre si) y ‘dirigido’ (para una diana especifica). De
los Unicos inconvenientes que presenta el método vHTS es que elabora una amplia lista
de compuestos sin tener en cuenta factores como la tautomeria o los estados de

ionizacidn en distintos medios (Borroto OM, Hernandez Y, Garcia JM et al., 2013).

Las novedosas técnicas de sintesis combinatoria y los métodos High-throughput
screening, aunque han agilizado el proceso de disefio de farmacos de manera
exponencial, siguen siendo procesos que consumen mucho tiempo y materiales
empleados; VHTS ademas de ser mas novedosa, es una técnica mejorada que permite
predecir la afinidad de una gran cantidad de compuestos, organizados en bibliotecas
virtuales, con el blanco terapéutico de interés y empleando menos recursos. Desde una
perspectiva mds general, la quimica computacional ha conseguido no solo predecir la
afinidad de un compuesto frente a una diana terapéutica, sino también una

optimizacion de las propiedades farmacocinéticas (ADME) (Albadalejo, 2014).
5.3. ETAPAS DEL DESARROLLO DE FARMACOS:

El proceso de desarrollo y descubrimiento de farmacos, no es un proceso estatico, ha
ido evolucionando a lo largo del tiempo (Peldez, 2011). Hay muchas etapas en la
investigacion y desarrollo de un fdrmaco, en las que se trata de demostrar la eficacia y
seguridad, para que este pueda ser recetado con un uso clinico. Los ensayos clinicos son

necesarios para entender cdmo actua el compuesto frente a una patologia dada. El
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proceso de produccién de moléculas exitosas, a las que llamaran hits, destinadas a

subsanar una necesidad clinica concreta consta entonces de estas diferentes etapas

segln la FDA (Food and Drug Administration)* (Marovac, 2001).

DESCUBRIMEENTO | DESARROLLO DesarroLLo - Clinico APROBACION
FARMACOS PRECLINICO REGULATORIA
r
Fase | Fase Il Fase IlI Fase IV
Seleccion de Farmacocinética | _ . . - ——
H oleranc nsayos srances -
diana e e Sl = Entrega de Farmaco
=g . farmacocinética peguenos en P g
Toxicologia a todos | Vigilancia
. i todos los s
Busgueda corto plazo pacientes
molécula inicial Efectos adversos| para gdefinir dos datos y
7 en voluntarios ficaciay ran escal revision de
Formulacion eficacay A Ael :
Optimizacion 53anos dosis las agencias
molécula Sintesis a escala . reguladoras
mayor Estudios a
Perfil largoplazo de
farmacologico toxicologia
«—2-5 aflos—pe—1.5 ar‘m;—h{«— 5-7 afios T 1-2 afios—™
|
~100 proyectos |9 20 compuestos »| 10 ——»| 5 —»| 2 12 » 1
Cangidato Desarrollo Propuesta Farmaco aprobado
afarmaco compuesto regulatoria para comercializadon

Tabla 1. Proceso completo del desarrollo de un farmaco (Portal del Medicamento)

5.3.1. IDENTIFICACION Y VALIDACION DE LA DIANA:

Mayoritariamente suele ser una proteina involucrada en algun proceso patoldgico. Es
una de las premisas mds importantes para llevar a cabo el proceso de obtencién de un
farmaco ya que no se puede conseguir ningln farmaco que sea eficaz sin saber dénde
tiene que ejercer su accidn, de ahi que el primer paso se base en la determinacion de la
diana terapéutica (San Romdn, 2013). Como ejemplo se muestra el siguiente: la
trombina es una enzima fisioldgica que actua sobre el fibrindgeno dando lugar a la
formacidn de fibrina, ayudando asi a la coagulacion de la sangre. Los NACOs (Nuevos
Anticoagulantes Orales) actuan inhibiendo a esa enzima para evitar asi la coagulacion
sanguinea (Oyonarte M, 2015). Queda claro entonces que la diana en la que el farmaco

debe ejercer su accion farmacoldgica es la trombina.

17



Una vez identificada, debe ser validada, demostrando asi el papel determinante que
tiene en la patologia. La validacidn requiere que se lleven a cabo experimentos in vivo e
in vitro. Las dianas mas estudiadas en HTS han sido: GPCR, Canales idnicos, Receptores

nucleares y Proteinquinasas (Gonzalez |, Sanz A, 2013).

Cabe destacar, que en muchas ocasiones el efecto clinico es responsabilidad de la
interaccion de un farmaco con mas de una diana terapéutica. Surge asi el concepto de
polifarmacologia. En este caso, el disefio del farmaco deberia ir enfocado
simultdneamente a varios blancos terapéuticos (Saldivar-Gonzdlez et al.,, 2019).
Posiblemente aun queden por estudiar posibles miles de dianas farmacoldgicas (Ritter

J, Flower R, Henderson G et al., 2020).

Figura 5. Representacién tridimensional de SFRP1, nueva diana terapéutica para tratar

el Alzheimer. (Carrasco-Rubio et al., 2019)

Una vez identificado el objetivo terapéutico, se lleva a cabo un tamizaje (screening) de
millones de sustancias para poder seleccionar las que tengan la accién deseada. Es aqui
donde actuan las técnicas de alto rendimiento, permitiendo encontrar la molécula activa
y adecuada para combatir un microorganismo o bloquear, inhibir o activar alguna
enzima del organismo. Se utilizan como herramientas sistemas robdticos vy
automatizados y se cuenta con las bibliotecas de compuestos quimicos (Banerjee P,
Rosfsky M, 1997). Estos compuestos pueden obtenerse de la naturaleza ya que se
consiguen de las plantas o lo producen determinados microorganismos, como ocurrié
con el gran descubrimiento de la penicilina que es un antibidtico (San Roman, 2013).
Aunque los compuestos también pueden ser creados en laboratorios a partir de técnicas
como la quimica combinatoria de alta velocidad, gendmica, disefio racional de

moléculas. Pueden ser visualizados y modificados tridimensionalmente en pantallas
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computacionales. Se tiene como ejemplo a la insulina recombinante, que fue el primer
farmaco obtenido mediante ingenieria genética, seguido de la hormona del crecimiento.
Una vez que se selecciona el compuesto, se procede a comprobar si es seguro y efectivo
como futuro medicamento, este proceso es conocido como la validacion del compuesto
leader, e incluyen ensayos in vivo, dentro de un organismo vivo, en animales, e in vitro,
llevados a cabo en el laboratorio y fuera de un organismo vivo. Una vez conseguido todo
esto, se da un salto a la siguiente etapa del descubrimiento de un farmaco, etapa

conocida como los estudios preclinicos (Marovac, 2001).

BIOLOGICO QuiMICO

IDENTIFIC OM [ / \

MamaS

LIBRERIAS
~OMPUESTOS COMPUESTOS
DISPONIBLES SINTETIZADOS DE

FORMA DIRIGIDA

VALIDACION DE
DIAMAS

SELECCION OBJETIVO

ENSAYO DE CRIBADO
DE LOS
COMPUESTOS

OO DE POSIELES

FARMAC

Figura 6. Abordaje bioldgico y quimico en el desarrollo de un nuevo farmaco

(Modificada. Patel, 2006).

5.3.2. ESTUDIOS PRECLINICOS:

A continuacién, antes de que el compuesto escogido sea probado en humanos se ensaya
detalladamente en animales y modelos fisiolégicos en el laboratorio para establecer un
primer perfil de seguridad y eficacia. Se analizan las propiedades fisicoquimicas del
candidato a farmaco, utilizando modelos informaticos y pruebas de laboratorio. Lo que
se pretende determinar con estas pruebas es el grado de absorcion y cémo se distribuye,

elimina o metaboliza en el organismo (Herrera, Ruiz, 2013). Se llevan a cabo también,

19



estudios de toxicidad aguda y crénica, los efectos que tiene en la reproduccién vy
progenie. Las moléculas en esta etapa del proceso deben ser ensayadas en varias
especies de animales, debido a que posiblemente afecten a cada especie de manera
distinta (Marovac, 2001). Si los estudios resultan ser esperanzadores, se solicita la
patente del compuesto. Ademas, se solicita un permiso a la FDA en EEUU (Estados
Unidos) o a EMEA (Agencia Europea de Medicamentos). Este permiso llamado IND
(investigational New Drug Application) por la FDA, autoriza al patrocinador,
generalmente una compaiia farmacéutica, a realizar los estudios clinicos. Ya se podria
continuar con la siguiente fase que conlleva realizar estudios en humanos (Cruces,

2015).
5.3.3. FASE CLINICA:

En este punto de la investigacion, se observa el comportamiento del farmaco en los
seres humanos y asi poder confirmar si se trata de un compuesto adecuado para tratar
la enfermedad. Los estudios realizados en esta fase deben llevarse a cabo de acuerdo a
las Buenas Practicas de Laboratorio. Esto le da la validez adecuada a los estudios
realizados en Europa para el registro de productos de EEUU o Japdén (Marovac, 2001).
Los investigadores deben redactar de forma detallada los ensayos clinicos que van a
hacerse: niumero de participantes, criterios de seleccion de pacientes entre otros

pardmetros a tener en cuenta.

Hay que tener en cuenta que cuando se trata de un medicamento destinado al uso
humano, estos ensayos clinicos requieren la aprobacion de comités éticos de
investigacion clinica, los cuales se encargan de supervisar que no se abolan los derechos
y el bienestar de los pacientes (Merck et al., 2016). Este punto ha generado siempre
cierta controversia, fundamentalmente con la participacion de mujeres y nifios en los
ensayos clinicos. Es por eso, que los nifios no estan incluidos en los ensayos hasta que el
farmaco ya se ha estudiado por completo en adultos y se conoce, a no ser que el
medicamento sea de uso pediatrico. Las mujeres fértiles en un principio fueron
excluidas, pero luego volvieron a tenerse en cuenta a la hora de realizar estos estudios,

evitando a las embarazadas (Marovac, 2001). Lo cierto es que cuanto mas heterogéneos
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sean los grupos de estudio, mds se asemejaran a la poblacidn real y mds exactos serdn

los resultados.

Se estima que muchos de los efectos secundarios producidos por los farmacos en
estudio, no se identifican en la fase preclinica, sino que estos aparecen en los ensayos

clinicos que se realizan a humanos (Guerrero, Lorenzana-Jiménez, 2009).

-FASE UNO: es llamada fase de farmacologia clinica, es donde por primera vez se pone
en contacto el farmaco con los humanos. Los estudios se realizan en voluntarios sanos,
siendo estos entre 20-100 y se prueban en ellos varias dosis. En esta fase se pretende
determinar la toxicidad, perfil de seguridad, rango de dosis eficaz y via de
administracion. También se empiezan a observar las primeras reacciones adversas
comunes. Las pruebas realizadas suelen ser no ciegas, es decir, tanto el investigador
como el sujeto en estudio son conscientes del farmaco que se estd administrando y

suelen durar entre seis meses y un afio (Guerrero, Lorenzana-Jiménez, 2009).

-FASE DOS: si el farmaco supera con éxito la fase 1, pasa a ser probado en pacientes con
una enfermedad concreta a tratar. El propdsito primordial de esta etapa es valorar la
eficacia, mediante la relacion dosis-respuesta, frente a la enfermedad para la cual ha
sido desarrollado. Esta etapa, requiere a un numero de 50-500 pacientes con la
enfermedad. El personal encargado de realizar esta fase debe estar lo suficientemente
cualificado y debe ser conocedor en profundidad de la patologia a tratar. Se realizan dos
grupos, a uno de ellos se les dard el fdrmaco en cuestidn y al otro grupo un placebo. Con
lo cual los estudios se realizan en ciego, donde los sujetos desconocen el tratamiento
que se les esta administrando. Todo este proceso suele transcurrir entre 2 y 5 afios y es
la etapa donde mas moléculas son eliminadas del estudio por no superar los requisitos
exigidos. Aqui se decide si avanzar a la siguiente fase y proceder a realizar los ensayos

clinicos a un niumero de personas mucho mayor (Bustamante, 2001).

-FASE TRES: antes de esta fase se ha establecido la eficacia y seguridad del fdrmaco en
estudio. (Manual MSD) Lo que se procede a hacer entonces es un estudio a gran escala,
donde el nimero de pacientes es de decenas de miles; para lograrlo, el mismo ensayo
se lleva a cabo en distintos centros hospitalarios y hasta en distintos paises. En estos

estudios la seleccidon de sujetos es mucho menos estricta que en las dos fases anteriores.
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Por tanto, las caracteristicas con las que cuentan estos estudios son: de acceso
expandido, multicéntricos, emplean investigadores menos especializados, una
poblacidn mas general y son de mas larga duracion (Campillo, Fernandez, 2018). Para
evitar sesgos, los participantes son asignados aleatoriamente al grupo donde se
administra el fdrmaco o al grupo control (donde se administra el placebo), con el fin de
gue los grupos sean homogéneos. Ademas, los estudios son realizados en doble ciego,
donde ni el investigador ni los pacientes sometidos al estudio tienen conocimiento del
tratamiento que se les estd dando. En esta fase se pretenden documentar la mayoria de
los efectos adversos, incluso efectos secundarios graves que no han aparecido en las
fases anteriores. Por ultimo, en esta fase se incluyen también los estudios de
superioridad y los de no inferioridad, todo ello se lleva a cabo exponiendo la droga en
estudio con un comparadory asi poder establecer el efecto terapéutico. Este es el ultimo

paso antes de ser aprobado para que se comercialice (Renddn-Macias, 2019).

-FASE CUATRO: una vez superados los estudios preclinicos y las tres etapas de la fase
clinica, el farmaco queda validado y puede ser comercializado. Pero la incertidumbre
sobre la eficacia y seguridad del farmaco siguen existiendo, como su influencia sobre la
morbilidad y mortalidad. En esta fase los estudios que se realizan son estudios de
cohortes, realizados a poblaciones mucho mas grandes y en periodos de tiempo mas
largos que los implicados en el resto de fases anteriores. Otra de las diferencias con los
estudios de las otras fases recae en que carecen de grupo control, ya que se trata de
estudios epidemiolégicos. El principal objetivo en este punto del proceso es evaluar el
beneficio/riesgo del medicamento ya comercializado tras administrarlo en largos
periodos de tiempo (Herrero F, Tato F, 1999). El control en esta etapa es esencial por
parte de las agencias regulatorias, cada tres meses, durante el primer afo, cada seis
meses, durante el segundo y finalmente cada afo, se deben mandar informes sobre
posibles efectos adversos, dafios colaterales, reacciones alérgicas o posibles errores a la
hora de ejercer su acciéon farmacolégica (Magos, Lorenzana-Jimenez, 2009). Se han dado
casos en los que farmacos aprobados por la FDA, tras haber pasado los estudios de fase
3, han sido retirados del mercado debido a que se han detectado efectos adversos

graves en la fase 4 (Armijo JA, Adin J, 2003).
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Para que se den interferencias confiables, los grupos de estudio a comparar deben ser
similares. Por eso, el sesgo de seleccién continlda siendo un problema relevante en la

investigacion de farmacos (Marafion T, Ledn R, 2015).

FASE OBIJETIVO

FASE 0 O PRECLINICA Estudios de toxicidad y establecimiento del
indice terapéutico del farmaco.

FASE | EN VOLUNTARIOS Seguridad del farmaco.

FASE Il Y 1l Eficacia y seguridad del medicamento y
establecimiento de la relacion eficacia-
toxicidad.

FASE IV POSTCOMERCIALIZACION Valoracién de la seguridad del farmaco en

las condiciones habituales de uso.

Tabla 2. Fases del desarrollo de un farmaco (Armijo et al., 2001).

5.4. ANALISIS DE PARAMETROS ESTADISTICOS DEL METODO HIGH THROUGHPUT
SCREENING:

En primer lugar, para conseguir que la técnica de deteccion de compuestos sea exitosa

y robusta se deben tener en cuenta una serie de factores, como pueden ser:

-Conseguir un funcionamiento éptimo basdndose en pardmetros estadisticos como Z
(coeficiente de ventana), CV (coeficiente de variacion), S/B (ventana del ensayo,
representa la separacién entre C1 (control del 100% de actividad bioldgica) y control del
0% de actividad bioldgica), y en que dichos pardmetros se encuentran dentro de los

limites fijados.

-Alto rendimiento.

-Alta precision.

-Sensibilidad adecuada (capacidad de detectar compuestos débilmente activos).

-Minimizar costes y tiempo siempre y cuando sea posible.
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Finalmente, una vez verificado que el ensayo cumple con los requisitos establecidos, se

puede proceder a la fase HTS propiamente dicha (Gonzalez |, Sanz A, 2013).

El método HTS produce una gran cantidad de datos, los cuales deben ser procesados de
manera adecuada y eficiente. La calidad de los datos obtenidos depende
mayoritariamente de la precisién del ensayo HTS, ya que el objetivo final es poder
identificar un compuesto hit de uno que no lo es, ademas los volumenes con los que se
trabaja suelen ser muy pequefios, por lo tanto, para que el proceso llegue a ser exitoso
es necesario contar con varios parametros de control que validen y supervisen el
rendimiento y la precisién del proceso (Ji-Hu Z, Chung T, Oldenburg R). El coeficiente de
ventana (Z) es uno de los pardmetros estadisticos mas significativos, y representa la
capacidad que tiene el ensayo para identificar un hit con unas condiciones y screening
definidos. Se considera un coeficiente de ventana dptimo cuando Z' > 0.4. Estos
parametros pueden verse obstaculizados por diversos problemas que afectan a la
calidad del resultado del ensayo. Estos son especificos del ensayo o del compuesto, y
como ejemplo se puede hacer referencia a los falsos positivos, que no son mas que
compuestos biolégicamente inactivos que parecen ser activos en el ensayo. Este tipo de
compuestos causa un problema bastante notable ya que pueden obtenerse como
resultado final mas falsos positivos que aparecen como aciertos, que compuestos
verdaderamente activos. lgualmente, los falsos negativos, son compuestos que
aparecen como inactivos bioldgicamente siendo todo lo contrario, esto conlleva a que
se pierdan compuestos que podrian ser utiles en la obtencion de farmacos.
Afortunadamente existen técnicas de reconocimiento de patrones para ayudar a

identificar y corregir algunos de estos problemas (Harper G, Pickett SD, 2006).

Otro problema clave en el HTS es la prevalencia de inhibidores inespecificos. Estas
moléculas actlan sobre otros objetivos no relacionados con el estudiado en el ensayo y
por tanto pueden alterar los resultados. Esto puede conducir a resultados enganosos
(Feng, B et al., 2005). En la figura 6 se observa que los compuestos que parecen ser
activos contra la quinasa y los objetivos de la proteasa actuan en el cribado de quinasas

a través de un mecanismo no especifico.
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Figura 7. Ejemplo de compuestos con mecanismo inespecifico (Feng, B et al., 2005).

Para poder analizar los datos que se obtienen a partir de ensayo, son necesarias una
serie de aplicaciones y programas informaticos con los que poder trabajar. Entre las mas

importantes se podrian destacar:
-ActivityBase, capaz de calcular actividades de miles de compuestos al mismo tiempo.

-Spotfire, se trata de una plataforma informatica de software que permite manipular

gran cantidad de datos y compararlos.

-SODA, herramienta que nos permite ver en tiempo real la calidad de nuestro ensayo,

mostrando los valores de Z" y los CV (Gonzalez |, Sanz A, 2013).

Mo COEFICIENTE DE VENTANA: 2’=1 — (36C+ + 36C-)/ | uC+ - puC-|
CV=100xSD/Mean

S/B = (mean signal/ mean background ) x d

5.5. EMPLEO DE METODOS HIGH THROUGHPUT PARA COMBATIR ENFERMEDADES
COMO LAS PRODUCIDAS POR HCMV Y TRIPANOSOMA CRUZY:

El citomegalovirus (HCMV) es un herpesvirus que causa infecciones en humanos.

Presenta el genoma de ADN mds grande dentro de toda su subfamilia (Dunn et al., 2003;
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Fields et al., 2007 ; Sijmons et al., 2014 ; Marti-Carreras y Maes, 2019). Es capaz de
infectar a células endoteliales, epiteliales, células derivadas de linajes mieloides vy
fibroblastos (Sinzger et al., 2008). El HCMV es un virus que establece interacciones
complejas con el hospedador, lo cual dificulta el estudio de este en el organismo y como

consecuencia también el desarrollo de un farmaco capaz de combatir a tal patégeno.

Ayudarse de los métodos de alto rendimiento como herramienta para estudiar las
interacciones huésped-virus que se establecen concretamente con este tipo de
patégeno, ha dado importantes contribuciones en el caso del HCMV. Como estrategias
de alto rendimiento para poder analizar las complejas interacciones que se dan entre un
huésped y un virus, pueden mencionarse la secuenciacién de ARN (utilizada para
cuantificar los niveles de ARN) y la espectrometria de masas que permiten monitorizar
la expresion de los factores virales y del huésped en el proceso de la infeccion (Weekes

et al., 2014; Beltran et al., 2016).

La técnica de Splicing alternativo (AS) es un proceso que se da de forma espontanea en
el organismo y genera multiples isoformas de ARNm mediante el uso de diferentes
combinaciones de exones, es decir, genera distintos mensajes genéticos a partir de una
Unica secuencia gendmica (Valcarce, Centro de Regulacién Gendmica. Barcelona, 2013).
Utilizando la técnica RNA-seq se puede analizar cémo AS produce alteraciones en el ARN
del huésped tras la infeccion en este caso por HCMV. Esto es un paso hacia delante de
todo lo que supone la integracién de métodos de alto rendimiento, guiaran hacia un
futuro atractivo para la investigacion de HCMV y sobre todo para el descubrimiento de

nuevas terapias antivirales (Chen-Hsuin, Gray, 2020).

La enfermedad de Chagas (EC), causa al afio solamente en América mdas de 10.000
muertes. El tratamiento farmacoldgico que existe tiene una eficacia baja y presenta
importantes efectos adversos. Partiendo de este problema, se tratd de disefiar un
farmaco que fuese mas especifico por las moléculas dianas y solventar asi los problemas
de eficacia y toxicidad. El blanco terapéutico en esta enfermedad seria la cruzaina, es
una cistein proteasa perteneciente a la familia de las catepsinas (Herrera E, Elsa V, 2019).
Se llevd a cabo un cribado de alto rendimiento (HTS) de una biblioteca de compuestos,

ZINC15, empleando la estructura N-acilhidrazona para acotar la seleccion de
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compuestos y posteriormente se llevé a cabo un estudio de acoplamiento molecular
junto con la enzima cruzaina. Tras el proceso de seleccion, se escogieron cuatro
compuestos con posible actividad tripanocida y capaces de inhibir la enzima, esto se
estudid in vitro y se obtuvo que uno de los compuestos, mostraba en ratones actividad
tripanocida y efecto inhibitorio sobre las proteasas del parasito. Aunque actualmente se
siga buscando un tratamiento eficaz que cuente con inhibidores dirigidos a la enzima
cruzaina, los métodos de alto rendimiento ya han supuesto un importante avance y

posiblemente permitan encontrar nuevos y mejorados compuestos (Stoppani A, 1999).

5.6. INFLUENCIA DE TECNICAS BIOFiSICAS EN EL DESARROLLO DE FARMACOS MEDIANTE
HTS:

Durante la ultima década, se ha demostrado que la aplicacién de técnicas como la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o la Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC) en
el método HTS conduce a resultados mds precisos debido a su alta capacidad de
deteccidn de interacciones proteina-ligando por muy débiles que sean (Rutger, 2016).
Un falso positivo implicaria un gran coste econdmico ademas del tiempo invertido para
gue finalmente se tenga que rechazar el compuesto. El objetivo de acoplar estas técnicas
no es Mmas que centrarse en evitar que los cabezas de serie resulten ser falsos positivos.
O en el caso de que el compuesto si sea adecuado, brindar confianza y dar solidez al

ensayo (Pita, Pértegas, 2003).
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Figura 8. Integracion de la biofisica en proyectos de busqueda de resultados impulsados
por HTS. Las flechas azules indican estudios biofisicos de compromiso con el objetivo.
Los recuadros naranja y verde indican herramientas y resultados sin procesar vy

validados, respectivamente (Rutger, 2016).

En la siguiente tabla, se muestran varios proyectos en los que se llevd a cabo un método
de alto rendimiento (HTS). Los compuestos que presentan una baja capacidad de
interaccion con la diana, pueden acabar no siendo exitosos. Ya que esta caracteristica
determina la probabilidad de que puedan modular un blanco terapéutico, asociado a
una patologia. Como consecuencia de lo explicado, se pueden generar falsos positivos.
En la tabla 3, se ilustra lo sucedido. En la primera columna se indica el tipo de proteina,
seguido del tipo de ensayo HTS que se lleva a cabo, la técnica biofisica empleada tras
encontrar un problema en el proceso y por ultimo la solucién que dicha técnica biofisica

habria conseguido dar.
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Tipo de Perfiles *cpds Problema Impacto Hallazgos
ENsayo biofisicos | perfilados | observado actividad y/o
elaboracion de | alcances
perfiles para umn
impacto
adicional
Oxidasa Ensayo RMN 28 La mayoria de MNinguno de los | El perfil
basado en los hits no se compuestos biofisico
células que unieron de redox previo a
monitorizan forma progreso HTS habria
la inhibicion reversible a la quimicamente. | identificado
dela proteina. problemas
liberacion Posteriormente, redox, gque
de perdxido se demostro habrian
por medio que la mayoria remodelado
de un tenia actividad el ensayo
colorante redox HTS, o dado
fluorescente como
resultado
un cribado
secundario
mas
riguroso
Aspartil Secrecion RMMN, 65 Todos los MNinguna de las | El perfil
proteasa de sustrato | SPR, ITC, Ensayos series exitosas | biofisico
del sistema | Tm biofisicos fue previo al
celular. mostraron una | seleccionada HTS habria
gran caida de la | para obtener evitado que
potencia en el compuestos el HTS se
ensayo celular ejecutara
debido a con estas
afinidades condiciones
débiles.

Tabla 3. Muestra las caracteristicas de dos proyectos fallidos en el intento de desarrollar

nuevos farmacos (Rutger, 2016).

5.7. LIMITACIONES DEL ENSAYO HIGH THROUGHPUT SCREENING:

Como cualquier proceso, el método de cribado de alto rendimiento (HTS) presenta

algunas limitaciones y puntos concretos del proceso que aunque se estan abordando,

hay que combatirlos. Las necesidades mas notables de dicho método en el laboratorio

suelen ser la falta de ensayos mas robustos y un equipo mas numeroso, seguidos de

mejoras en los procesos y equipos de manipulacion de liquidos y una mejoria también

en las bibliotecas de compuestos. Mejorando la calidad de estos cuatro elementos las

probabilidades de éxitos serian ain mayores (Granados G et al., 2014). En la figura 9 se

observa graficamente cuales son los cuatro principales requisitos a mejorar en el

método HTS, destacando en primer lugar la robustez de los ensayos, en segundo lugar,
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un aumento del equipo de laboratorios y ambos seguidos de mejoras en el proceso y

manejo de los equipos con compuestos liquidos y una mayor diversidad de compuestos.

Figure |:Top items to make screening
more successful

Number of responses
o~

More robust assays More staff/ Improved liquid More diverse
greater funding handling compounds

© HighTech Business Decisions

Figura 9. Muestra los cuatro elementos a mejorar segun varias entrevistas a directores

de laboratorios especializados en HTS (HighTech Business Decisions, 2007).

Las técnicas para obtener farmacos, deben cambiar conforme se van dando mas
avances. Afortunadamente, los métodos de alto rendimiento estan tratando de
acoplarse a las nuevas exigencias y asi vencer los principales obstaculos que se les

presentan:

1. Métodos de ensayo y deteccién (bioware).

2. Manejo de liquidos y robética (hardware).

3. Flujo de procesos y gestion de la informacidn (software).

5.8. ACTUALIDAD:

Los métodos computacionales de alto rendimiento podrian acabar teniendo un papel

crucial en la investigacién de la COVID19 ya que, ayudarian a conseguir acelerar el
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desarrollo de alguna terapia o vacuna efectiva contra este virus. Los sistemas de
computo de alto rendimiento con altisimas capacidades de rendimiento (FLOPS) podrian
ampliar en gran medida la capacidad de analizar nuevos compuestos con actividad
antivirica y permiten experimentar a gran velocidad la busqueda de algin compuesto
activo frente a una enfermedad. Contar con una plataforma de cribado da la posibilidad
de probar las colecciones de posibles compuestos antivirales, ya sean naturales o
productos sintéticos, junto con la propia enfermedad. La plataforma entonces obtiene
gué compuestos son activos a determinado patdgeno productor de la enfermedad. El
método High-throughput screening (HTS), presenta una gran amplitud de deteccién, lo
gue evita tener que realizar pruebas in vivo (Charlebois et al., 2020). Esta técnica podria

llegar a ser un gran aliado en el descubrimiento de nuevos antivirales.
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6. CONCLUSIONES

Como consecuencia de los numerosos avances desarrollados en los ultimos tiempos, el
largo camino del descubrimiento de nuevos farmacos por medio de los métodos High-
throughput, ha supuesto un aumento de las posibilidades de encontrar nuevas
moléculas activas que llegan a ser comercializadas, por ser eficaces frente a
determinadas enfermedades. Afortunadamente, a dia de hoy la gran mayoria de
enfermedades agudas cuentan con su tratamiento especifico, el problema recae en las
de origen crénico, tales como diabetes, artritis reumatoide, SIDA. El desafio para la
ciencia es entonces encontrar terapias que consigan actuar en el blanco exacto, es decir
farmacos lo mas especificos posibles con el fin de minimizar efectos adversos y mejorar
la calidad de vida de pacientes con enfermedades de caracter crénico. Las técnicas

Hight-throughtput podrian conseguir que la meta estuviera un poco mas cerca.

Hasta la fecha, no se conoce ningun tratamiento contra la COVID-19, encontrar una
terapia o un compuesto capaz de destruir al virus patégeno es desde hace varios meses
el principal objetivo de la ciencia. Estos ensayos computacionales podrian acelerar el
desarrollo de un farmaco efectivo. De cualquier manera, se espera que las aportaciones
de los métodos de alto rendimiento mejoren el disefio de farmacos practicamente en

todos los aspectos.
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