Parte 2: Aplicacao na descoberta de farmacos.

Biossensores Opticos e suas Aplicacdes na Descoberta de Farmacos

contra cancer
14.1 Introducao

A pesquisa de medicamentos é um campo multidisciplinar
enriquecido pela quimica, farmacologia, ciéncias clinicas e
bioinformatica. A maioria dos avancos surgiu nas Udltimas
décadas, devido aos grandes esforcos e novos desenvolvimentos
ocorridos na biologia molecular, genémica e protedémica [1-7]. O
crescente conhecimento sobre materiais hereditarios, bem como
vias de sinalizacdao de muitas proteinas e genes centrais, também
tem um impacto imenso na descoberta de medicamentos. Quando a
influéncia fascinante da nanotecnologia ocupa seu Tlugar nesse
papel complexo, os Gltimos anos testemunharam um esforco
interdisciplinar encorajador que reline a academia e a indlUstria
de biotecnologia para preencher as Tacunas e estabelecer uma
plataforma de pesquisa e desenvolvimento (P&D) muito mais bem-
sucedida e rapida em descoberta de drogas. Levando em
consideracao este objetivo, a fabricacao de novas ferramentas e
o aprimoramento das ja existentes tém sido alcancadas para a
triagem e caracterizacdo bioterapéutica [5, 7, 8]. Recursos
naturais, como ambientes marinhos e florestas tropicais Umidas,
recebem uma atencdo enorme como fontes de novos medicamentos em
potencial, uma vez que milhares de animais e plantas dessas
habitacbes tém sido utilizados na medicina convencional da
comunidade nativa. A obtencdao de conhecimento sobre a medicina
tradicional resultou em varias dicas importantes relacionadas a
bioatividade que podem Tlevar a novos medicamentos de origem
natural [9-11]. Portanto, ha uma necessidade especial de
sistemas de triagem e seu desenvolvimento, uma vez que eles tém
um papel central na descoberta de medicamentos. No escopo deste
capitulo, serdao discutidos os biossensores Opticos e seu
potencial uso no desenvolvimento de drogas anticancerigenas. Os
biossensores servem como uma tecnologia de ponta com uma ampla

gama de aplicacbes e grande sucesso [12, 13]. Eles tém sido



intensamente empregado em diagnostico médico [14-21], analise
ambiental [22-25] e seguranca alimentar [26-32] usando varias
estratégias de ensaio. Os biossensores sdao classificados em
varias categorias principais com base nos sistemas transdutores
como biossensores Opticos, piezoelétricos, eletroquimicos e
magnéticos [14, 16]. Uma discussao detalhada sobre as aplicacdes
de cada tipo de biossensor, além deste capitulo, pode ser
encontrada na Secdao 2 deste 1livro. Devido ao intenso P& em
sensores oOpticos, eles servem como as plataformas mais
confiaveis, robustas e amplamente utilizadas com natureza rapida
e em tempo real. Esses recursos também os tornam amplamente
aplicaveis na pesquisa de drogas, fornecendo informacdes sobre
a cinética de Tigacao de drogas, interacdao droga-ligante, taxas
de associacdo-dissociacdo, reatividade cruzada de uma droga-alvo
com outros ligantes e vice-versa [33-39]. Considerando o fato
de que o desenvolvimento de um medicamento leva cerca de 15 a
20 anos e custa mais de US$ 1 milhdao para ser produzido [40]
(Figura 14.1), a inddstria farmacéutica esta constantemente em
busca de tecnologias que possam reduzir o custo de
desenvolvimento, bem como o prazo de entrega ao mercado;
portanto, a area do sensor desempenhou um papel fundamental

heste momento.

Plataformas baseadas em ressonancia plasmon de superficie (SPR)
sdo os sensores Opticos dominados nesta area como sendo sistemas
rapidos sensiveis e Tivres de rotulos [42, 43]. Eles utilizam a
deteccdo indireta de plasmons de superficie - ondas
eletromagnéticas que oscilam na interface de dois meios, como
metal e dielétrico - a partir de recursos de absorcao (por
exemplo, Tigacdo do analito) que correspondem ao acoplamento da
Tuz ao plasmon de superficie. O SPR é sensivel a mudancas no
indice de refracao do dielétrico apdés a ligacdo do analito a
interface substrato-metal a medida que passa por um canal
fluidico [35, 42].

Existem trés métodos de excitacao de plasmon de superficie:

configuracao baseada em prisma, abordagem baseada em guia de



onda e arquitetura baseada em fibra oOptica. Usando uma
configuracao baseada em prisma, a ressonancia é monitorada
coletando a luz refletida em funcdo do angulo de incidéncia em
um comprimento de onda fixo ou em funcao do comprimento de onda
incidente em um angulo fixo. Nos métodos baseados em guia de
onda ou fibra o6ptica, os plasmons de superficie sao excitados
por uma fonte de Tuz de banda larga e a Tuz transmitida é
coletada e analisada, onde uma queda no espectro representa uma
mudanca na ressonancia. Esses sensores sao muito convenientes
para fins de triagem, a fim de descobrir novos medicamentos e
fornecer informacdes sobre a bioatividade de medicamentos com
composicdao quimica conhecida ou desconhecida. Sua integracao
bem-sucedida na pesquisa de drogas depende principalmente da
quimica de superficie apropriada que precisa ser selecionada
considerando a natureza da droga, grupos funcionais do receptor
da droga e tipo de ensaio. Portanto, técnicas de imobilizacao
em biossensores, sistemas SPR de alto rendimento lancados no
mercado, informacdes detalhadas e estratégias importantes na
descoberta de drogas usando biossensores Opticos e novas
abordagens, como simulacdo computacional acoplada a sensores SPR
para monitoramento de receptores de drogas, sdo discutidas a

seguir Secoes.
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Figure 14.1 Stages of drug discovery process. Source: Lombardino and Lowe [41]. Reproduced with permission of
Nature Publishing Group. (See insert for color representation of the figure.)



14.2 Tecnologia e Acoplamento quimico de Biossensores

Um dos principais componentes de um sensor é a imobilizacdo de
um Tigante na superficie do transdutor para alcancar a
estabilizacao ao longo de um ensaio de Tigacao, bem como para
evitar a degradacao da biomolécula, devido a ligacao direta dos
Tigantes a uma superficie de sensor de metal [19, 44]. Uma
variedade de técnicas pode ser usada para conseguir a
imobilizacdao do Tigante; alguns dos quais sdo baseados em
Tigacao covalente, enquanto outros dependem de 71igacao nao
covalente na superficie. Quimicas de acoplamento covalente
comumente aplicadas para anexar um Tligante a uma superficie
incluem (i) quimica EDC-NHS, que é usada em superficies de
monocamada auto-montadas envolvendo um grupo carboxila exposto
a ser ativado por EDC-NHS e 1ligado ao receptor por meio de seu
amino grupo [15, 19, 45]; (ii) uso de superficies apresentadoras
de amino, que sdao adequadas para serem tratadas com ligantes
bifuncionais para influenciar o acoplamento com sulfidrila livre
ou grupos amino no ligante [46]; e (iii) superficie do sensor
derivatizada com acido salicilhidroxamico, que é usado para
criar complexos reversiveis com ligantes ativados com

piridinilditioetanamina [47] (Figura 14.2).

Os métodos de imobilizacdao nao covalente também incluem trés

diferentes e estratégias comumente usadas:

1) Superficies apresentadoras de estreptavidina ou biotina que
oferecem ndo apenas alta eficiéncia, mas também complexos
estaveis e sao amplamente utilizadas para 1imobilizacdao de
oligonucleotideos 5'-biotinilados [18, 44, 48-50]

2) Anticorpos monoclonais que podem ser 1ligados covalentemente
a uma superficie do sensor por meio da quimica EDC-NHS e, em
seguida, proteinas marcadas por fusdao ou epitopo, como
glutationa S-transferase, epitopo FLAG, 6 x His e epitopo D da
glicoproteina do virus herpes simplex sao direta e
reversivelmente acoplados a superficie via interacdo antigeno-

anticorpo [51, 52]



3) Grupos de coordenacao de metal, como acido nitrilotriacético
e acido 1iminodiacético, que sao comumente aplicados para
imobilizar ligantes marcados com 6xHis e 6xHis diretamente [53,
54] (Figura 14.3). Apesar do uso bem-sucedido dessas técnicas
para 1imobilizacdao de receptores em biossensores Opticos, a
deteccdo de um composto pequeno, como drogas, geralmente é
dificil no caso de aplicacdao de um ensaio de Tigacdo direta. Os
ensaios de biossensores podem ser agrupados em trés métodos,
incluindo ensaios diretos, sanduiche e sanduiche amplificado por
nanomaterial. O Timite de deteccao (LOD) de um analito de
interesse é principalmente diminuido usando o ensaio sanduiche
em relacao ao método direto, e o sinal mais alto com o menor LOD
€ obtido com nanoparticulas funcionalizadas ensaios que envolvem
um anticorpo secundario ou sonda. Embora as aplicacbes de
ensaios sanduiche sejam muito desejaveis e amplamente empregadas
com biossensores em muitas aplicacdes, desde bactérias, virus e
deteccdo de biomarcadores até compostos e células ambientalmente

perigosos, o tipo de ensaio preferido para drogas
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Figure 14.2 Covalent coupling methods to immobilize receptors onto the sensor surface. (a) Water-soluble EDC-

mediated coupling. (b) Amino-presenting surfaces. (c) Salicylhydroxamic acid-derivatized surfaces. Source: Cooper [35].
Reproduced with permission from Nature Publishing Group.
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Figure 14.3 Non-covalent coupling methods to immobilize receptors onto the sensor surface. Source: Cooper [35].
Reproduced with permission from Nature Publishing Group.

estudos de descoberta é um ensaio direto devido ao fato de que
o ensaio de Tligacdao <complexa pode causar alteracodes
conformacionais no receptor ou na droga; portanto, pode nao
refletir a 1interacdao original entre o farmaco e o par de
receptores na célula ou na membrana celular. Além disso, também
pode obter cinética de ligacao mais baixa ou mais alta do que o
esperado, resultando em uma triagem malsucedida da interacao
droga-receptor para posterior descoberta de drogas. Duas
abordagens alternativas sem marcacdo podem ser consideradas para
evitar esse problema: (i) ensaio direto padrao que requer a
imobilizacao do receptor da droga na superficie do sensor e, em
seguida, o monitoramento da Tigacdo da droga em uma determinada
faixa de concentracdo e (ii) ensaio indireto que inclui a ligacao
da droga na superficie e, em seguida, injecdao de concentracao
variavel de receptor. Em ambos os casos, é possivel determinar
a cinética de 1ligacao, padroes de dissociacao-associacdo e
afinidade matematica, bem como especificidade no caso de triagem
de uma droga em amostra de soro humano. Ao empregar os primeiros
modelos de sensores Biacore (como o Biacore 3000), é possivel
detectar a resposta de ligacdo de pequenas moléculas com uma
massa molecular superior a 200 Da. A triagem direta de drogas

foi aplicada na selecdo de inibidores de DNA-girase [55],



inibidores de trombina [56], inibidores de protease do HIV [57,
58] e muitos outros. Hoje, a eficacia dos sensores opticos em
termos de determinacdao de pequenas moléculas melhorou muito nos
Ultimos anos, e o limite de massa foi substancialmente reduzido
para menos de 100 Da. Portanto, as aplicacdes de sensores Opticos
na descoberta de drogas aumentaram intensamente. Novos sensores
opticos baseados em SPR foram 1introduzidos no mercado nos
Ultimos anos, Tlevando em consideracdo a pesquisa de drogas de
alto rendimento que sera discutida na proxima secdao; exemplos
de aplicacbes de descoberta de drogas baseadas em Optica também

serao fornecidos.
14.3 Biossensores opticos para descoberta de medicamentos

A Ultima década testemunhou avancos importantes de sensores SPR
com o lancamento de novos sistemas de rendimento para o mercado.
Sendo proprietaria do primeiro instrumento SPR comercial em
1990, a GE Healthcare (Uppsala, Suécia) Tlancou muitos outros
sensores SPR mais avancados, incluindo Biacore C, Biacore X100,
Biacore T200, Biacore S200, sistema Biacore 8K SPR e Biacore
4000. Eles foram projetados e fabricados como ferramentas
apropriadas para analise de interacdao de proteinas, descoberta
e desenvolvimento de drogas e fabricacdo e controle de
gualidade. Todos eles servem como sistemas automatizados com
ensaios em tempo real e permitem realizar estudos cinéticos. As
versdes mais recentes, como o sistema Biacore 8K SPR e o Biacore
4000, demonstraram grandes oportunidades para serem usadas na
descoberta de medicamentos, devido a capacidade de rastrear
moléculas muito pequenas (<50 Da) com um alto numero de analises
paralelas (2300 moléculas pequenas por dia ). Esses sistemas
foram desenvolvidos especialmente levando em consideracao a
necessidade de pesquisa de descoberta de medicamentos. Portanto,
alguns importantes as caracteristicas desses dois biossensores
SPR estdo listadas na Tabela 14.1, e todos os outros sensores
SPR com seus nomes de empresas e sites sdao fornecidos na Tabela
14.2 para mais detalhes de cada sistema. Outra empresa

estabelecida em 2006 com o nome Sierra Sensors GmbH (Hamburgo,



Alemanha) Tancou sensores QCM [18, 26] e SPR [25, 36, 37, 59].
Como resultado de seu foco principal em sistemas SPR, dois
biossensores SPR diferentes (SPR-2 e SPR-2/4) [36, 59, 60], que
sdo semelhantes ao Biacore 3000, foram inicialmente lancados no
mercado. Esses sistemas tém sido empregados com sucesso em
varias areas diferentes [25, 36, 37, 45, 59, 60], e seu potencial
em 1interacdes droga-receptor foi demonstrado em trabalhos
recentes [36, 37].



Table 14.1 Key features of Biacore 8K SPR system and Biacore 4000 as potential
high-throughput drug discovery tools.

Biacore 8K

Biacore 4000

Key features

Main
applications

Detection
technology

Information
provided

Data
presentation

Analysis time
per cycle

Sample type

A single solution for interaction
analysis in both screening and
characterization

Screening of 2300 small-
molecule fragments in a day

High-quality kinetic
characterization of 64
interactions in 5h

60 h unattended runtime with
queueing abilities and rapid
multi-run evaluations

Confident interaction analysis of
small molecules binding to
complex targets such as GPCRs

Selection of biotherapeutic or
small-molecule hits based on
affinity and kinetic ranking

Characterization and
optimization of selected binders
based on detailed kinetic and
affinity information

Surface plasmon resonance
(SPR) biosensor

Kinetic and affinity data (k,, kg,
Kjp), specificity, selectivity, and
screening data

Result tables, result plots, and
real-time monitoring of
sensorgrams

Typically 2-15min

Small-molecule drug candidates
to high molecular weight proteins
(also DNA, RNA, polysaccharides,
lipids, cells, and viruses) in various
sample environments (e.g., in
DMSO-containing buffers,
plasma, and serum)

High-sensitivity and high-quality
interaction data for better
informed decision making

60 h unattended operation with
parallel analysis of up to 16
targets

Large-scale molecular analysis
generating up to 4800
interactions in 24h

Seamless LIMS integration with
convenient data import and
export functionality

Innovative software solutions for
increased productivity and
performance

Fragment and LMW compound
screening

Compound hit validation,
hit-to-lead characterization, and
lead optimization of compounds

Antibody and antibody fragment
screening and characterization

Surface plasmon resonance (SPR)
biosensor

Binding kinetic, affinity,
selectivity, and specificity data.
Concentration measurements

4 targets per flow cell, cycle time
5min

LMW drug candidates to high
molecular weight proteins in
various sample environments, for
example, in DMSO-containing
buffers, cell culture supernatants,
or serum




Biacore 8K Biacore 4000
Required Injection volume plus 20-50 puL N/A
sample volume  (application dependent)
Injection 1-200pL Typically 60 pL per flow cell
volume (range 30-425pL)

Sample/reagent

4 % 96- or 384-well microplates,

Antibody screening: 10 x 96-well

10

capacity normal and deep-well microplates
LMW compound screening:
6 x 384-well microplates
Kinetic characterization:
4 x 384-well microplates
Number of 16 in 8 channels Parallel processing of four
flow cells independent flow cells, each
containing five detection spots
Analysis 4-40°C 4-40°C
temperature
range
Molecular No lower limit for organic Analytes with relative molecular
weight molecules mass (M,) >50 (Da)
detection

A empresa fabricou e Tancou novos sensores baseados em SPR (MASS-
1 e MASS-2)

amostras paralelas de até 16 amostras, triagem de mais de 7.000

com grandes melhorias, 1incluindo analises de
interacdes por dia, analise detalhada de mais de 2.000 amostras
por dia, ampla faixa de temperatura entre 4 e 40° C para analise
e deteccdo de compostos muito menores. Portanto, MASS-1 e MASS-
2 podem servir como ferramentas muito adequadas e confiaveis na
descoberta de medicamentos aplicacdes para casos de cancer. Os
recursos notaveis do sensor MASS-1 estao listados na Tabela
14.3, e as informacdes detalhadas podem ser encontradas no site
(Tabela 14.2). A

capacidade de monitoramento em tempo real, a alta sensibilidade

da empresa para outros tipos de sensores

e a natureza do rendimento dos sensores Opticos recém-

desenvolvidos aumentardao seu uso na pesquisa de medicamentos e
acelerarao o processo de descoberta de medicamentos. Altermann
et al. usou o sensor SPR para rastrear inibidores de protease
do HIV e demonstrou que a protease do HIV-1 é um alvo valioso
central na

para o tratamento da AIDS, devido ao seu papel

replicacao do virus HIV.



Table 14.2 Developers of label-free optical sensor platforms.
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Provider Sensor type Product Website
Axela Diffractive dot*—Avidin sensor, http:/fwww.
optic sensors  dot"—Covalent sensor,  axelabiosensors.com
panelPlus™, and Axela
custom sensors
Affinité SPR P4SPR http://affiniteinstruments.
Instruments com
Biacore SPR Q, 3000, C, X100, https://www.biacore.
T200, S200, SK SPR com/lifesciences
system, and 4000
Bio-Rad SPR ProteOn™ http://www.bio-rad.com
BioNavis SPR MP-SPR http://www.bionavis.
com
Bioptix Enhanced 404pi http://www.bioptix.com
SPR
Biosensing SPR BI-2500 and BI-4500 http://biosensingusa.
Instrument com
IBIS Technologies SPR imager MX96 http://www.ibis-spr.nl
BV
Plexera SPRimaging  PlexArray® HT System  http://www.plexera.com
Nicoya Lifesciences  SPR OpenSPR sensors https://nicoyalife.com
Reichert SPR SR7500DC and http://www.reichertspr.
Reichert4SPR com
Sensia SPR Indicator-G http://www.sensia.es
Sierra Sensors SPR SPR-2/4, MASS-1,and  http://www.

MASS-2

sierrasensors.com

Table 14.3 Characteristics of MASS-1 (Sierra Sensors, Hamburg, Germany) surface plasmon

resonance biosensor.

Detection technology

SPR imaging

Working principle

Type of information
obtained

Sample types

Molecular weight
detection limit

Sample concentration

Kinetic analysis

Affinity

Number of flow cells
Number of sensors
Flow rate

Injection volume
Sample consumption
Analysis temperature
Sample Temperature
Sample capacity

Automated buffer
exchange

Sample throughput
Cycle throughput

Parallel processing of up to eight simultaneous injections over
eight dual-sensor flow cells

Fully individual addressing of all 16 sensor spots in the 8 x2
array

Binding specificity and selectivity, binding kinetics, affinity,
concentration, and thermodynamics

Large and small molecules in a variety of sample buffers,
solvents (e.g., DMSO, MeOH) and matrices (e.g., cell culture
supernatants, serum, plasma)

>100Da

>50pM

Association rate, k,: 10°~10" M's™"

Dissociation rate, kg: 10° to 107's™

0.1mM to 1pM

8 dual-sensor flow cells

16, individually addressable

5-50pLmin™!

1-300 L

Injected volume + 10-25 pL (injection type dependant)
4-40°C (or 15°C below ambient)

Ambient

Two 96-well plates + one 96-vial reagent rack + one 96 well

Yes, up to five different buffer solutions

2300 samples per 24 h (5 mincycle™) with dedicated controls

Simultaneous processing of up to eight samples per cycle
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Os cientistas realizaram dois ensaios diferentes para triagem:
(i) a protease do HIV foi imobilizada em um chip e a amostra foi
entao injetada na superficie. Um substrato biotinilado foi usado
para bloquear as regides livres de 1ligacdao da enzima. (ii) Um
inibidor modelo foi 1imobilizado na superficie do sensor e a
amostra com inibidor de HIV foi incubada com amostra de enzima.
O inibidor modelo imobilizado foi entdao ligado a enzima livre.
Os ensaios foram investigados nas faixas de concentracado de 0,1
nM a 10 M e 1-100 nM, respectivamente. A pesquisa indicou a
compatibilidade desses dois ensaios competitivos para triagem
de 1inibidores do HIV [61]. Portanto, os inibidores da protease
do HIV servem como um dos melhores candidatos a drogas a serem
usadas contra a AIDS. Abordagem semelhante com sensor SPR também
foi wutilizada para 1inibidores de trombina para evitar a
coagulacao do sangue. O uso de sensores SPR também é bem-sucedido
para a caracterizacdao de drogas de ligacdo ao DNA. Em um estudo,
as sondas de DNA foram imobilizadas na superficie do sensor por
meio de suas marcas de biotina e demonstraram regides de ligacao
para muitas proteinas de sinalizacdao humana. As interacdes de
Tigacao entre os oligonucleotideos de DNA e os compostos alvo,
incluindo distamicina, cromomicina e mitramicina, podem ser
analisadas usando a abordagem de ensaio direto [62]. As
abordagens desenvolvidas podem ser amplamente aplicadas em uma
triagem rapida de interacdes moleculares entre drogas de ligacao
ao DNA e o DNA alvo sequéncias em casos de cancer. 0s novos
sensores SPR sdao extremamente capazes de aumentar a eficacia
desta abordagem devido a possibilidade de triagem simultanea de
muitos alvos. Kampranis et ai. avaliaram a cinética de 1ligacao
de drogas ciclotialidina e cumarina a girases de DNA mutantes e
de tipo selvagem. A pesquisa demonstrou 1interacdes droga-
proteina de alta afinidade com constante de dissociacdao de 1-
150 nM e o papel critico dos residuos na girase para a ligacao
da droga [63]. Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs)

constituem a principal classe de farmacos. Em contraste com a
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abordagem tradicional para a descoberta de Tigantes de GPCR, a
triagem de fragmentos esta recebendo grande atencdo como uma
nova abordagem. O principio da descoberta de drogas baseada em
fragmentos depende de um nimero relativamente pequeno de
fragmentos de baixo peso molecular que exibem grandes areas de

espaco quimico [39, 64-66].

No entanto, esta abordagem ndao tem sido utilizada rotineiramente
para proteinas de membrana e é Timitada a alguns alvos de GPCR
atualmente aprovados. A triagem de uma pequena biblioteca é a
etapa inicial da descoberta de drogas baseadas em fragmentos que
geralmente inclui apenas algumas centenas a alguns milhares de
compostos de baixo peso molecular chamados de fragmentos. O peso
molecular desses fragmentos geralmente estda na faixa de 100 a
300 Da. A tecnologia SPR tem atualmente ofereceu os métodos de
triagem dominantes para a descoberta de drogas baseadas em
fragmentos. Aristoteles et ai. relataram a utilidade da triagem
de fragmentos baseados em SPR de GPCRs de tipo selvagem pela
invencdo de novos antagonistas de alta afinidade do
adrenoreceptor p2. E demonstrado que a triagem de fragmentos
usando SPR pode ser alcancada em GPCRs nativos marcados sem a
necessidade de engenharia de proteinas abrangente. 0 método
ofereceu uma grande vantagem ao rastrear receptores nativos
marcados, sem introduzir mutacbes estabilizadoras; assim, a
farmacologia do Tigando do tipo selvagem pode ser protegida. A
triagem de fragmentos baseada em SPR ndo apenas fornece uma nova
abordagem eficaz para a descoberta de novos receptores GPCR, mas
também demonstra oportunidades excepcionais para a triagem de
Tigantes contra complexos de sinalizacdao de receptores e
conformacdoes de sinalizacdo tendenciosas dos receptores [67].
Algumas técnicas de SPR Tocalizadas (L-SPR) também foram
desenvolvidas para a triagem rapida de candidatos a medicamentos
contra o citocromo P450s, que desempenha um papel critico nas
interacdes medicamentosas [68]. Além disso, o método também é
empregado na triagem de drogas bloqueadoras de oligomerizacao

contra a doenca de Alzheimer ou outras doencas que mostram um
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grande potencial para ser usado em uma ampla gama de aplicacdes
[69]. O rapido reconhecimento de residuos de drogas em amostras
clinicas também é possivel empregando imunossensores SPR que
visam baixos niveis de anfetaminas ou esterodides [70, 71]. Mais
exemplos de descoberta de medicamentos baseados em SPR estao

resumidos na Tabela 14.4.

Table 14.4 Examples of SPR-based drug discovery works from the literature.

SPR biosensors in drug
analysis Investigated drug compounds Objective References

High-throughput Candidate drugs and drug fragments Target and assay validation [72]

screening (HTS) Pri e £l libraries c iging gmall
rimary screening of large libraries comprising smal

(drug) molecules

Pharmacokinetic drug Alprenolol, desipramine, dibucaine, homochlorocyclizine, Predictive in vitro drug permeability [73-75]

profiling hydrochlorothiazide, imipramine, ketoprofen, oxprenolol,

metoprolol, naproxen, propranolol, pindolol, verapamil,
salmeterol, suprofen, tetracaine, and tolmetin.

Passive transport of drugs through
membrane

Atenolol, creatinine, p-glucose, mannitol, sulfasalazine,  Characterization of membrane binding
and urea. affinity

Diverse drugs with a wide range of molecular weight
(138.1-664.8 Da) and chemical functionalities
Drugs with high transcellular absorption
Early ADME/T studies Small molecules (130-800 Da) Rapid in vitro assays for defined ADME/ [76]
Tharameters a5 protein-binding studies, for
potential drug candidates

Drugs binding to alpha(1)-acid glycoprotein (AGP) Prediction/measuring of drug/human
serum albumin binding.
Fragment-based drug Small molecules (100-300 Da) Identification of lead structures [55, 62, 70,
design Active compounds with Mw <500 Da, LogD<5, and Affinity ranking and kinetics for small 77-79]
solubility >10 pM molecules binding to target protein

Thrombin inhibitors
HIV protease inhibitors

DNA-binding drugs and novel inhibitors of the bacterial
enzyme DNA gyrase

Source: Adapted from Olaru et al. [43].

14.4 Simulacoes Computacionais e Novas Abordagens para

interacdes droga-receptor

O uso de programas computacionais para simular as 1interacodes
entre drogas e ligantes esta fornecendo informacdes tebricas e
Uteis antes das aplicacOes reais. Recentemente, 0s receptores
de drogas artificiais foram desenvolvidos com o auxilio da
quimica supramolecular, e eles foram testados contra suas
drogas-alvo usando varios sensores baseados em SPR (SPR-2 da
Sierra Sensors, Biacore 3000 da GE Healthcare) para determinar
a 1interacdo especifica, afinidade de ligacdao, e ligacao nao
especifica [37, 80]. O monitoramento em tempo real das drogas
até niveis baixos de ng mL-1 pode ser alcancado com sucesso. Os
medicamentos comumente prescritos - diclofenaco como analgésico,

metoprolol como p-bloqueador e vancomicina como antibidético -
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foram investigados nesta pesquisa. A droga alvo o diclofenaco
foi quantificado em uma ampla faixa linear de 1,24 a 80 ng mL™?,
e a superficie do sensor pode ser regenerada até 30 analises de
amostra sem perda significativa no sinal. Além disso, uma
afinidade de 1ligacao muito alta entre o diclofenaco e seu
receptor especifico foi calculada usando o analisador de
software SPR-2. A constante de dissociacdo (KD) foi encontrada
em 4,27 x 10° M. Os resultados do sensor foram confirmados por
LC-MS que foi combinado com um sistema de extracdo em fase sélida
(SPE). Um ensaio de deteccao de diclofenaco foi inicialmente
desenvolvido em LC-MS, e uma faixa de investigacdao de 1-5.000
ng mL?* com um LOD de 18 ng mL* foi alcancada. Por outro lado,
diclofenaco na quantidade de 200 ng mL* foi filtrado através de
colunas SPE que foram previamente imobilizadas com receptores
especificos de drogas usando técnicas de 1ligacdao covalente
envolvendo EDC-NHS ou quimica de glutaraldeido. Experimentos de
controle também foram conduzidos filtrando a droga através de
colunas SPE que foram processadas na auséncia do receptor. Todos
os filtrados foram entdo avaliados usando o método desenvolvido
anteriormente em LC-MS. A captacao de diclofenaco pelo receptor
na coluna de SPE foi de 100%, o que significa que 200 ng mL* de
diclofenaco foi captado por seus receptores, nao sendo
encontrado na solucao filtrada. Ambas as quimicas de superficie
resultaram em resultados 1idénticos. No caso do experimento
controle, quantidade completa do diclofenaco foi observada no

filtrado devido a auséncia dos receptores nas colunas [37].

A melhoria adicional desta pesquisa foi investigada integrando
a abordagem de quimica computacional nas interacbes droga-
receptor. Receptores artificiais de drogas foram projetados
usando simulacdao computacional para a fabricacdao de receptores
de alta afinidade para reconhecimento e monitoramento de drogas
em combinacdo com biossensores Opticos. A biblioteca de
mondmeros composta por 21 compostos quimicos diferentes foi
rastreada para o farmaco alvo metoprolol com base na energia de

Tigacao entre cada mondémero e o alvo para a selecdao dos melhores
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monomeros para desenvolver receptores de sucesso. Os receptores
produzidos foram caracterizados em termos de qualidade,
uniformidade e tamanho antes da andlise de afinidade por meio
de biossensores oOpticos baseados em SPR (SPR-2 e SPR-2/4 da
Sierra Sensors e Biacore 3000 da GE Healthcare). O receptor
especifico do metoprolol foi imobilizado na superficie do sensor
via acoplamento covalente, e este farmaco p-bloqueador foi
detectado com sucesso na faixa de concentracao linear de 1,9 ng
mL-1 a 1 pyg mL-1 com um bom coeficiente de correlacdao de 0,97.
Um método de regeneracao desenvolvido usando glicina-HCl 0,1 M
permitiu a reutilizacao do sensor para analise subsequente da
amostra, e estudos de reatividade cruzada com drogas de controle
revelaram um ensaio de biossensor altamente especifico para a
interacdao metoprolol-receptor. Os dados para analise cinética
foram coletados e processados através de os analisadores Biacore
3000 e SPR-2/SPR-2/4 para determinar a afinidade entre o
receptor e o metoprolol. O KD foi de 1,35 x 10 M usando o
modelo de Tigacdao de Langmuir. Além disso, um ensaio competitivo

de ligacao de drogas também foi conduzido

que confirma a confiabilidade do sensor o6ptico, bem como o
sucesso do receptor artificial desenvolvido. A afinidade do
receptor e capacidade para metoprolol também foram confirmadas
pelo método SPE acoplado com LC-MS. Os resultados alcancados
destacam o sucesso do receptor modelado computacionalmente com
biossensor SPR para deteccdao e monitoramento farmacéutico [36,
80]. Todas essas conquistas em monitoramento de drogas,
interacdao droga-receptor e a deteccdo de drogas baseada em
sensores Opticos demonstrou a imensa importancia de abordagens
computacionais e novos métodos para aumentar o desempenho dos
processos de triagem, bem como a afinidade de ligacdao entre
receptores naturais e drogas. As ferramentas bioinformaticas e
as informacdes avancadas obtidas da pesquisa genOmica e
proteémica podem fornecer uma melhor compreensao sobre as
interacdes droga-receptor. Quando esse conhecimento é combinado

com ferramentas de caracterizacdao amplamente empregadas e
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altamente confiaveis, os pontos precisos de interacdao entre a
droga de interesse e seu receptor podem ser visualizados in
vivo; portanto, isso leva a uma triagem mais rapida e eficiente
de medicamentos durante os processos de descoberta de
medicamentos. O potencial dos biossensores o6pticos com todas
essas melhorias e o desenvolvimento de sensores Opticos mais
avancados com sua natureza de alto rendimento tém se mostrado
uma grande promessa no desenvolvimento de novos medicamentos

para casos de cancer.
14.5 Conclusoes

A O1tima década testemunhou enormes avancos em sensores 6pticos,
e 1isso permite conduzir pesquisas de descoberta de drogas
rapidas, confiaveis e de alto rendimento. A tecnologia do sensor
SPR tornou-se uma ferramenta padrao empregada para caracterizar
produtos farmacéuticos. Obter informacdes detalhadas e nao
depender de rotulagem torna a tecnologia SPR um complemento
perfeito para técnicas de monitoramento de alto rendimento. Além
disso, novos biossensores baseados em SPR foram particularmente
desenvolvidos Tlevando em conta a necessidade neste campo que
Tevou a triagem bem-sucedida de drogas usando metodologias de
ensaio direto, mesmo que tenham peso molecular muito baixo. As
interacoes receptor-farmaco, bem como as interacodes
inespecificas receptor-farmaco, podem ser facilmente
investigadas simultaneamente e mais de 7.000 interacdes por dia
podem ser analisadas com sucesso. Devido a conscientizacdo da
indistria farmacéutica sobre o grande potencial da tecnologia
de sensores SPR, ela servira como uma ferramenta indispensavel

no desenvolvimento de novos medicamentos para casos de cancer.
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